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RESUMO

Existe uma crescente preocupacao relacionada com a quantidade de lixo produzida a partir de
embalagens ndo biodegradaveis. O grande consumo dessas intensifica sua producédo, gerando
mais residuos. A utilizacdo de polimeros biodegradaveis a partir de fontes renovaveis torna-se
uma alternativa a esta problematica. A incorporacdo de substancias antioxidantes em filmes
plasticos, como extratos vegetais ricos em componentes antioxidantes e antimicrobianos, para
a protecdo e manutencdo da qualidade de alimentos, tem sido pesquisada devido a sua
abundancia na natureza. Este trabalho teve como objetivo propor o desenvolvimento de
embalagens biodegradaveis ativas formuladas com amido de mandioca, glicerol e extratos das
cascas de Euphorbia umbellata (conhecida como Janauba), e posteriormente avaliar o
material obtido através da caracterizacdo em relacdo a espessura, solubilidade, densidade,
opacidade, analise termogravimétrica (TGA), microscopia eletrénica de varredura (FEG),
determinacio de compostos fendlicos totais, atividade antioxidante (DPPH’, ABTS™ e FRAP)
e atividade antimicrobiana. Para tanto, inicialmente foram realizadas a extracdo das fracdes
das cascas da Euphorbia umbellata (hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol) e
realizada a determinacdo quantitativa dos compostos fenolicos, atividade antioxidante
(DPPH’, ABTS™ e FRAP) e atividade antimicrobiana das fracdes. A quantificacio de
fenolicos revelou que a fracdo acetato é a que possui maior quantidade desses compostos
(515,81 + 0,02 mgGAE/g), melhor atividade antioxidante frente os experimentos de DPPH’
(1,95 + 0,00 ICsoug/mL), ABTS™ (1,40 % 0,15 ICsoug/mL) e FRAP (2680,05 + 0,02
pUmolTE/g), e grande potencial antimicrobiano contra as cepas de microrganismos testados
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Salmonella enterica ATCC 14028). Estes resultados demonstram
que essa fracdo mostra-se promissora para incorporacao ao filme de amido de mandioca. Os
resultados demonstraram que a incorporacdo da fracdo acetato das cascas da Euphorbia
umbellata aos filmes influenciou na espessura, solubilidade, densidade, opacidade e indice de
brancura. A analise térmica (TGA) dos filmes demonstrou a diminuicdo da temperatura de
degradacdo das matrizes poliméricas. A avaliacdo microscopica dos filmes permitiu
determinar que, devido a adicdo da fracdo acetato, ocorreu uma alteracdo na regularidade da
matriz polimérica, e a superficie do filme tornou-se mais heterogénea. Em todos os filmes
produzidos com a adicdo da fracdo acetato pode-se observar o desenvolvimento de atividade
antioxidante (DPPH", ABTS™ e FRAP), efeito este proporcional as concentracdes utilizadas
da fragéo. Os filmes de amido incorporados com as diferentes concentracdes da fracdo acetato
das cascas da Euphorbia umbellata obtiveram resultados positivos para atividade
antimicrobiana pelo método de difusdo em agar, apresentando formacdo de zonas de inibigédo
para Staphylococcus aureus ATCC 25923 e para as bactérias Escherichia coli ATCC 25922, e
ndo apresentaram zonas de inibicdo para Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e
Salmonella enterica ATCC 14028. Pode-se concluir que os filmes biodegradaveis a base de
amido de mandioca, incorporados com o0 extrato das cascas da Euphorbia umbellata,
apresentam propriedades bioativas e caracteristicas fisico-quimicas adequadas se constituindo
em uma alternativa interessante para a producdo e aplicacdo em embalagens para alimentos.

Palavras-Chave: Embalagem ativa, Amido de mandioca, Janauba, Atividade antioxidante,
Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

There is a growing concern about the amount of waste produced from non-biodegradable
packaging. Their high consumption intensifies its production, which generate more waste.
The use of biodegradable polymers from renewable sources becomes an alternative to this
problem. The incorporation of antioxidant substances into plastic films, such as plant extracts
rich in antioxidant and antimicrobial components, for the protection and maintenance of food
quality, has been researched due to its abundance in nature. The objective of this work was
developed active biodegradable packaging formulated with cassava starch, glycerol and
extracts of Euphorbia umbellata bark (known as Janadba), and after, evaluate the obtained
material by their thickness, solubility, density, opacity, thermogravimetric analysis (TGA),
scanning electron microscopy (FEG), determination of total phenolic compounds, antioxidant
activity (DPPH +, ABTS « + and FRAP) and antimicrobial activity. Euphorbia umbellata
(hexane, chloroform, ethyl acetate and methanol) fractions were initially extracted and the
quantitative determination of the phenolic compounds, antioxidant activity (DPPH ¢, ABTS
+ and FRAP) and antimicrobial activity of fractions was performed. The phenolic
quantification revealed that the acetate fraction had the highest amount of these compounds
(515.81 = 0.02 mgGAE / g), better antioxidant activity against the DPPH experiments (1.95 +
0.00 IC 50 pug / mL ), and higher antimicrobial potential against the strains of microorganisms
tested (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 and Salmonella enterica ATCC 14028). These results demonstrated
that this fraction was promising for incorporation into the cassava starch film. The results
showed that the incorporation of the acetate fraction of the Euphorbia umbellata peel into the
films influenced their thickness, solubility, density, opacity and whiteness index. The thermal
analysis (TGA) of the films showed lower degradation temperature of the polymer matrices
with the addition of acetate fraction. The microscopic evaluation of the films showed that, due
the addition of the acetate fraction, a change in the regularity of the polymer matrix occurred
and the film surface became more heterogeneous. For all the films produced with the addition
of the acetate fraction, the development of antioxidant activity (DPPH -, ABTS ¢ + and
FRAP) could be observed, which was proportional to the concentration of the fraction used.
The starch films, incorporated with different concentrations of acetate fraction of the
Euphorbia umbellata bark, showed positive results for the antimicrobial activity measured by
diffusion method in agar, presenting zones of inhibition for Staphylococcus aureus ATCC
25923 and for Escherichia coli ATCC 25922, and did not presenting zones of inhibition for
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Salmonella enterica ATCC 14028. Based on this,
is possible conclude that the biodegradable cassava starch-based films, incorporated with the
Euphorbia umbellata bark extract, presented bioactive properties and physicochemical
characteristics suitable alternative for the production and application in food packaging.

Key words: Active packaging, Cassava starch, Janalba, Antioxidant activity, Antimicrobial
activity.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, devido as crescentes cuidados com a saude dos consumidores,
preocupacles em relagdo a seguranca alimentar e questfes relacionadas ao meio ambiente,
houve um grande interesse no desenvolvimento de embalagens ativas de alimentos baseadas
em materiais biodegradaveis que favorecam a conservacdo de alimentos, juntamente com o
fornecimento de uma propriedade de barreira eficaz (RIAZ et al., 2018).

As embalagens plésticas que sdo constituidas de polimeros sintéticos derivados do
petroleo representam nos dias atuais os principais materiais utilizados para embalar alimentos.
Isto se deve ao baixo custo de producdo, as caracteristicas de impermeabilidade, flexibilidade
e resisténcia ao impacto desses materiais; entretanto o tempo médio de degradacéo € elevado,
sendo a quantidade de lixo produzida a partir dos materiais confeccionados com esses
polimeros ndo biodegradaveis um problema crescente no mundo. Além do mais, o aumento
do consumo desses materiais intensifica a demanda da producdo, e como consequéncia sdo
gerados mais residuos com o passar dos anos (BRASIL, 2017).

Acrescenta-se a isso, 0 fato de que muitas dessas embalagens podem conter restos de
alimentos e, por isso, ndo devem ser direcionadas para a reciclagem sem que seja feita uma
prévia triagem e limpeza. Como consequéncia, milhares de toneladas de embalagens plasticas
ndo biodegradaveis sdo depositadas em aterros, aumentando todos os anos a quantidade de
residuos no meio ambiente (DE LEIS et al., 2017).

Deve-se destacar que as fontes de petréleo ndo sdo renovaveis, fazendo necesséria a
busca por alternativas a essa matéria prima, com o desenvolvimento de materiais a serem
utilizados como substitutos para o preparo das embalagens. Os filmes biodegradaveis de
polissacarideos, obtidos de fonte renovavel, sdo os produtos mais comumente utilizados na
producdo de embalagens biodegradaveis (KASEEM; HAMAD; DERI, 2012); sdo obtidos de
diferentes fontes vegetais, sendo o amido um dos elementos mais promissores como matéria
prima para a confeccdo de embalagens, pois alia manejo do ciclo de carbono com
disponibilidade, baixo custo e bom desempenho na produgdo (GALGANO et al., 2015;
SIRACUSA et al., 2008).

Para melhorar as propriedades mecénicas dos filmes de amido, durante o processo de
producdo, séo adicionados plastificantes (glicerol, sorbitol, por exemplo), que interagem com
as cadeias de amido atraves de ligacGes de hidrogénio, aumentando a mobilidade das cadeias.

A técnica do tipo casting pode ser utilizada para a confeccdo de filmes a base de amido, onde
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a amilose e amilopectina se dispersam na solugdo aquosa, ocorrendo gelatinizacéo térmica dos
granulos em excesso de &gua e as estruturas se reorganizam durante o processo de secagem,
formando uma matriz continua que da origem aos filmes (MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010). Estudos vém sendo realizados avaliando a adi¢cdo de diversas matérias-
primas, bem como utilizando diferentes processos de obtencdo de filmes a base de amido,
com o intuito de desenvolver uma nova formulagédo que satisfaca as necessidades do mercado.

A preocupacdo em prevenir a perda dos alimentos, por deterioracdo quimica ou
microbiologica, ressalta o interesse em desenvolver embalagens ativas, que além de preservar
o alimento embalado, ainda apresentam uma funcionalidade adicional de interagirem com o
alimento (MARCOS et al., 2014). Diferentes compostos podem ser incorporados aos filmes,
visando promover um novo meio para a melhoria da seguranca, da vida Util e até mesmo das
propriedades dos alimentos. Dentre eles estdo compostos bioativos, podendo ser substancias
naturais, como extratos vegetais apresentando atividade antioxidante e antimicrobiana
(LECETA et al., 2013; AVELLA et al., 2005; KAHKONEN et al., 1999). Resultados de teor
de fenolicos totais , atribuidos a diferentes espécies do género Euphorbia, como Euphorbia
denticulata, Euphorbia royleana, demonstraram que os resultados para compostos fenolicos
apresentaram correlagdo com os resultados da atividade antioxidante (ZENGIN et al., 2017;
ASHRAF et al.,, 2015). Nessa direcdo, membros do género Euphorbia poderiam ser
considerados fontes valiosas como componentes bioativos.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como foco principal o estudo para o
desenvolvimento de embalagens biodegradaveis ativas formuladas com amido de mandioca,
glicerol e extrato das cascas de Euphorbia umbellata (Euphorbiaceae), que é uma planta com
potencial de pesquisa (MWINE; VAN DAMME, 2011). Os filmes produzidos seréo
caracterizados avaliando suas propriedades estruturais por meio de analises espectroscépicas e
espectrométricas, assim como suas propriedades térmicas, Opticas, de barreira, avaliacdo das

atividades antioxidante e antimicrobiana.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Desenvolver e analisar embalagens biodegradaveis tendo como base o amido de

mandioca e incorporadas com extrato de cascas de Euphorbia umbellata.

2.2 ESPECIFICOS

Obter as fracOes (hexanica, cloroférmica, acetato de etila e metandlica) das cascas da
Euphorbia umbellata utilizando extracdo por Soxhlet;

Quantificar o conteudo de fendlicos totais e avaliar as propriedades antioxidantes e
antimicrobianas presentes nas fracdes (hexanica, cloroférmica, acetato de etila e
metanolica) das cascas de Euphorbia umbellata;

Caracterizar o amido de mandioca quanto a umidade, teor de minerais, lipideos,
proteinas e acidez;

Produzir filmes biodegradaveis de amido de mandioca contendo extrato liofilizado
da fracdo biologicamente mais ativa das cascas de Euphorbia umbellata;

Caracterizar os filmes obtidos por microscopia eletronica de varredura (FEG), analise
térmica (TGA), determinacdo de espessura, densidade, solubilidade, cor e opacidade
aparente.

Quantificar o conteddo de fenolicos totais e caracterizar as propriedades

antioxidantes e antimicrobianas dos filmes contendo extrato liofilizado;
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Embalagens biodegradaveis

A conscientizagdo ambiental e o longo periodo de degradagdo de materiais
poliméricos derivado do petrdleo estdo forcando a pesquisa por novos produtos para
acondicionamento (GALGANO et al., 2015). Ao contrario das embalagens sintéticas, as
embalagens biodegradaveis com caracteristica de atividade tém a capacidade de alterar a
composicdo e as qualidades sensoriais dos alimentos. A prevencdo da poluicdo ambiental
incentivou industrias e pesquisas académicas para 0 desenvolvimento de embalagens
biodegradaveis, aliando a possibilidade de combinar biodegradabilidade com reducdo de
residuos (KASEEM; HAMAD; DERI, 2012).

A utilizacdo de polimeros biodegradaveis obtidos a partir de fontes renovaveis torna-
se uma alternativa viavel a indUstria de embalagens, pois tais componentes podem passar pelo
processo de biodegradacdo. Esse processo é considerado a rota mais segura para tratamento
de residuos, pois permite a quebra das cadeias poliméricas em tamanho reduzidos, resultando
em micromoléculas que sdo facilmente absorvidas pelos microrganismos do solo (DAVIS;
SONG, 2006).

Os materiais biodegradaveis sdo em grande parte baseados em polissacarideos, pois
geralmente sdo barreiras ndo tdéxicas e efetivas ao oxigénio e ao didxido de carbono,
mantendo a qualidade dos alimentos e, a0 mesmo tempo, reduzindo o impacto ambiental dos
residuos de embalagens (LECETA et al., 2013).

Os biopolimeros, como o0s polissacarideos, sdo moléculas de cadeia longa de
ocorréncia natural. No entanto, de um modo geral, os biopolimeros obtidos de fontes naturais
apresentam propriedades mecanicas muito inferiores em relagdo aos preparados a partir de
materiais derivados do petréleo, necessitando, assim, de melhorias significativas nessas e em
outras propriedades.

Nos ultimos anos, os polimeros biodegradaveis como o amido, tém sido estudados
extensivamente como um material potencial para a producdo de embalagens. Para alguns
alimentos, como por exemplo, os vegetais frescos, os polimeros biodegradaveis sdo bem
adequados, devido a importancia de prevenir a desidratacdo desses alimentos (NOURI;
NAFCHI, 2014). Filmes ativos elaborados a base de biopolimeros podem atuar como barreira

ao vapor de agua, a gases, protecdo mecanica contra deterioracdo e ainda possibilitar a
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incorporacédo de aditivos funcionais, como antioxidantes e agentes antimicrobianos, além de
estender a vida til dos alimentos (GOMEZ-ESTACA et al., 2014).

O resultado da ampla gama de aplicacbes de amido, derivada principalmente do
surgimento da industria de embalagens e do aumento da disponibilidade de amido, torna
crescente o interesse em utiliz&-lo como um potencial substituto para materiais de embalagem
sintéticos convencionais, na formacdo de filmes biodegradaveis (GARCIA et al., 2009).
Materiais a base de polissacarideos tém sido amplamente utilizados na inddstria alimenticia

como embalagens e revestimentos comestiveis.

3.2 Embalagens ativas

A embalagem é um elemento fundamental de quase todos os produtos alimenticios
tendo como funcdes proteger o conteldo contra 0 ambiente externo, manter a qualidade do
produto durante o armazenamento e prolongar a sua vida util (LECETA et al.,, 2013).
Compostos biologicamente ativos, como antioxidantes, vitaminas, agentes antimicrobianos e
agentes aromatizantes, podem ser incorporados a embalagem para dar ao sistema uma
caracteristica ativa (NOURI; NAFCHI, 2014).

A embalagem ativa é uma nova tecnologia que altera a embalagem ou o revestimento
de forma a produzir efeito positivo sobre a satde do consumidor. Estas embalagens possuem a
capacidade de eliminar o oxigénio, controlar a umidade, absorver e liberar odores e sabores,
gerar e absorver didxido de carbono, liberar agentes antioxidantes e antimicrobianos. Estes
aspectos levam ao aumento da vida atil dos alimentos, reduzindo perdas econdmicas e
evitando a deterioracdo dos alimentos (LECETA et al., 2013).

A embalagem ativa apresenta ainda a vantagem de possibilitar uma liberagdo
controlada dos ativos, pois estes ndo sao adicionados diretamente ao alimento (MARCOS et
al., 2014). A incorporacdo de substancias naturais aos filmes plasticos, como extratos vegetais
ou substancias naturais isoladas para a protecdo e manutencdo de alimentos, tem sido
pesquisada devido a sua abundancia na natureza (LECETA et al., 2013; AVELLA et al.,
2005; KAHKONEN et al.,1999).

A oxidacdo lipidica que ocorre nos produtos alimenticios, especialmente aqueles com
alto grau de insaturagdo como 0leos vegetais e de peixe e carne ou produtos da pesca, sdo
responsaveis por odores e sabores desagradaveis nos produtos, com consequente diminuicao

da seguranca e qualidade nutricional. Para tanto, tém sido desenvolvidas embalagens



19

alimenticias com o intuito de manter a preservacao das caracteristicas do alimento, controle e
absorcdo de umidade, ocorrendo dessa maneira a incorporagédo de aditivos antimicrobianos e
antioxidantes (GOMEZ-ESTACA et al., 2014; MALI; GROSSMANN; YAMASHITA,
2010). A liberacdo de antioxidantes da embalagem alimenticia para o alimento durante a
comercializa¢do do produto é de grande interesse para a tecnologia de alimentos, uma vez que
esse processo pode reduzir a oxidacdo lipidica, processo intimamente ligado ao processo de
deterioracdo dos alimentos (BARBOSA-PEREIRA et al., 2013).

3.3 Amido

O amido é um polimero natural que apresenta caracteristicas promissoras para
aplicacOes tecnoldgicas (GALGANO et al., 2015; SIRACUSA et al., 2008), pois é um dos
polissacarideos naturais mais abundantes, baratos e biodegradaveis, encontrado na natureza,
representando uma alternativa na composicdo de embalagens biodegradaveis (KASEEM;
HAMAD; DERI, 2012).

O amido é semicristalino, armazenado em granulos como substancia de reserva na
maioria das plantas, insoltvel em agua fria, alcool e éter e € um carboidrato ndo redutor,
formado por duas macromoléculas: amilose que apresenta uma estrutura basicamente linear
de unidades de a-1,4 D-glucopiranosil e amilopectina, a qual apresenta estrutura ramificada
com unidades de a-1,6 D-glucopiranosil (POKHREL, 2015). A quantidade relativa de
amilose e amilopectina depende da fonte botanica (AVELLA et al., 2005).

Os granulos de amido sdo compostos de anéis de crescimento concéntricos e
intercalados de amilose e amilopectina. Na amilopectina, as estruturas helicoidais s&o
estabilizadas pela formacéo de duplas hélices que ddo origem as propriedades semicristalinas
dos granulos (RAGUIN; EBENHOH, 2017). Os granulos de amido apresentam camadas
intercaladas no anel de crescimento, a camada amorfa (amilose) e camada cristalina
(amilopectina). Exibem uma estrutura de amilopectina densamente empacotada e organizada
com repeticdes internas de 9 nm dos grupos de duplas helices, resultando em um arranjo
compacto formadas entre as cadeias a-1,4, caracterizando arranjos mais compactos (tipo A ou
tipo B) (Figura 1).


https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224413002288#bib5
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Figura 1 - Estrutura dos granulos de amido

AMILOPECTINA AMILOSE

CODITaN0S

Fonte: Adaptado de Raguin e Ebenhoh, 2017.

Os amidos nativos, sem modificagdo, contém entre 15% e 45% de material cristalino.
Dependendo do seu padrdo de difracdo de raios X, os amidos sdo categorizados em trés tipos
cristalinos chamados A, B e C. O padrdo A € caracteristico de amidos de cereais, o padrdo B
de amidos de tubérculos e, o padrdo C, intermediario entre 0 A e o B, caracteristico de amido
de leguminosas. Também ja foi identificado o amido classificado como tipo V, obtido como
resultado de amilose complexada com outras substancias como iodo, gordura, emulsionantes
(KIM; PARK; LIM, 2015).

O aquecimento de suspensfes de amido, em excesso de &gua e a altas temperaturas
(entre 65 e 100°C aproximadamente dependendo do tipo de amido), provoca um processo
irreversivel de gelatinizacio (JIMENEZ; FABRA; TALENS, 2012). Durante 0 processo de
gelatinizagéo, ocorre a ruptura da estrutura cristalina do amido, expondo seus grupos hidroxila
e causando um aumento do intumescimento e solubilidade da cadeia.

A formacao do gel ocorre, principalmente, por retrogradacao dos polimeros de amido
solubilizados depois de gelatinizados e acontece rapidamente com polimeros de cadeia linear

(COPELAND et al., 2009). Assim, a estrutura linear da amilose possibilita uma melhor
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formacdo do gel depois do granulo de amido ter sido gelatinizado; tal caracteristica se torna

mais evidente naqueles amidos cujos teores de amilose sdo maiores.

3.4 Amido de mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) pertence a familia Euphorbiaceae; é
conhecida como tapioca, aipim, macaxeira, entre outros, e é originaria da América do Sul.
Suas raizes podem ser aproveitadas de diversas maneiras para alimentacdo humana, assim
como sua producdo e seus subprodutos fornecem uma oportunidade para desenvolver
produtos de valor para uso alimentares e industriais (TEIXEIRA et al., 2012).

O Estado do Parana é responsavel por 70% da producdo brasileira de amido de
mandioca, produzindo 333,36 toneladas anuais, tornando-se uma fonte industrial
potencialmente importante e que pode ser utilizado nas industrias farmacéutica, de
embalagem e téxtil (ABAM, 2013; BENESI et al., 2004).

O amido de mandioca é uma boa matéria-prima para a elaboracdo de filmes
plasticos, pois apresenta uma baixa temperatura de gelatinizacdo (em torno de 60 °C), forma
géis transparentes e estaveis (dependentes da quantidade de amilose, do grau de cristalinidade
e do comprimento das cadeias de amilopectina), e também devido as suas caracteristicas
atrativas como ser inodoro, incolor, atoxico, insipido, abundante e biodegradavel (PINEROS -
HERNANDEZ et al., 2017; MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).

3.5 Filmes de amido

A utilizacdo apenas do amido como material de embalagem ndo é recomendada,
devido principalmente as suas propriedades mecanicas deficientes e a sua natureza hidrofilica,
sendo muitas vezes modificados, mecanica, fisica e quimicamente ou até mesmo sendo feitas
combinagBes com plastificantes ou aditivos poliméricos para melhorar essas caracteristicas
(DAVIS; SONG, 2006). Sendo assim, o amido pode ser utilizado na producao de embalagens
e itens de descarte rapido, além de blendas e compoésitos com polimeros sintéticos na
confec¢éo de filmes flexiveis (NOURI; NAFCHI, 2014).

As caracteristicas dos filmes a base de amido variam em funcdo do tipo de amido
utilizado, do teor de amilose, do teor de plastificante, das condi¢Ges de processamento e da

umidade. Filmes biodegradaveis contendo apenas amido apresentam baixa permeabilidade a
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gases, entretanto apresentam limitacGes nas propriedades mecéanicas e alta suscetibilidade a
dgua (GALGANO et al.,, 2015). Para que o amido comporte-se como um material
termoplastico, a adicdo de um plastificante é essencial (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al.,
2004). Os plastificantes mais indicados para serem empregados em filmes de amido sdo o0s
polidis, como o glicerol, devido ao seu alto ponto de ebulicdo, disponibilidade e baixo custo
(KASEEM; HAMAD; DERI, 2012). A cristalinidade do filme é substancialmente afetada
dependendo do plastificante utilizado. O glicerol, como plastificante, diminui a cristalizagdo
devido a mobilizacéo das cadeias e estabilizacdo da agua. (MOSCICKI et al., 2012). O papel
dos plastificantes é desestruturar o granulo de amido quebrando ligagBes de hidrogénio entre
as macromoléculas elevando a uma despolimerizacdo parcial do mesmo (REN et al., 2009).

As propriedades fisico-quimicas dos filmes de amido apresentam grande
variabilidade dependendo dos compostos adicionados a matriz e do método de
processamento. Os materiais a base de amido podem ser produzidos de maneiras diferentes,
gerando filmes ou revestimentos. As embalagens no formato de filmes sdo estruturas finas
pré-formadas em formato de pelicula, que normalmente sdo produzidos pela técnica de
casting ou por extrusdo, e sdo utilizadas para embalar os alimentos (REIS et al., 2017; MALI
et al., 2004). J& os revestimentos sdo formados diretamente sobre o alimento, onde o alimento
pode ser submerso na solucdo filmogénica ou através da aspersdo da solucdo sobre o
alimento. Esta técnica é utilizada em alimentos individuais e que normalmente ndo possuem
protecdo natural (ZHONG; CAVENDER; ZHAO, 2014).

Durante o processamento pela técnica do tipo casting, ocorre gelatinizacdo térmica
dos granulos de amido, em excesso de agua, com dispersao da amilose e da amilopectina em
solugdo aquosa. Em uma etapa subsequente, as estruturas se reorganizam durante a secagem
formando uma matriz continua que da origem aos filmes de amido (MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010). A técnica do tipo casting requer alguns cuidados durante o processo,
como o controle rigoroso da forma do suporte e do nivel da estufa, para evitar diferencas na
espessura provocadas por desniveis durante a secagem (MALI; GROSSMANN;
YAMASHITA, 2010).

A aplicacdo desses filmes em alimentos em escala comercial ainda é limitada e
depende de fatores como preco, processos de producdo e estudo das propriedades e dos
materiais utilizados (MALI; GROSSMANN; YAMASHITA, 2010).
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3.6 Euphorbia umbellata (PAX) Bruyns

O género Euphorbia apresenta cerca de 2000 espécies, sendo um dos maiores entre
as Angiospermas (HORN et al., 2012). Encontram-se distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais do globo terrestre. A espécie Euphorbia umbellata é conhecida também pela
sinonimia cientifica de Synadenium grantii, popularmente conhecida no sul do Brasil como
janauba ou leitosinha (MINOZZO et al., 2016; MUNHOZ et al., 2014; MOTA et al., 2012).
E um arbusto de origem africana que geralmente cresce de 3 a 5 metros de altura, e se
constitui de um caule cilindrico, com cicatrizes foliares proeminentes em hastes verdes e com
latex abundante (NICHOLSON, 2008).

Macroscopicamente, as folhas s&o verdes, mais claras na face abaxial, simples,

pecioladas e perinervadas, apresentando forma lanceolada (Figura 2) (LUZ et al., 2015).

Figura 2 - Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns no habitat

Fonte: Minozzo, 2016

by

O interesse pelas propriedades da planta se d& possivelmente devido a grande
variedade da sua composi¢do quimica e pela ampla distribuicdo. Devido ao fato de ser uma

planta que se adapta a diversos habitat, metabolitos secundarios sdo produzidos para sua
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sobrevivéncia e defesa. Ha relatos da presenca de alcaloides, saponinas, terpenos e compostos
fendlicos, incluindo flavonoides e taninos (MWINE; VAN DAMME, 2011).

Algumas partes da planta como latex, folhas e caule sdo utilizados para usos
medicinais, mas poucos estudos descrevem sua composicdo quimica e atividades bioldgicas
(LEMES et al., 2018; VALADAO et al., 2018; MINOZZO et al., 2016; LUZ et al., 2015;
MUNHOZ et al., 2014).

Os compostos fendlicos séo comumente encontrados no género Euphorbia. Estudo
recente da fracdo metanolica das cascas da Euphorbia umbellata, por meio de analises
quimicas desse material revelaram a presenca de derivados de &cido elagico, galico e
flavondis (compostos fendlicos) que apresentaram uma boa atividade antioxidante sobre
diversos métodos in vitro testados, como DPPH’, ABTS™, &nion superdxido, taurina
cloramina e acido hipocloroso (MINOZZO et al., 2016).

Alguns metabolitos também foram encontrados no extrato bruto da casca (taninos,
cumarinas e antraquinonas) (COSTA et al., 2012). A investigacdo fitoquimica das cascas de
Euphorbia umbellata, resultou no isolamento de friedelina, 3p3-friedelinol, eufol e lanosterol
(MUNHOZ et al., 2014) e a incorporacdo de quantidades crescentes da fragdo metanolica da
Euphorbia umbellata a membranas de quitosana demonstrou que esses compostos ativos
eram liberados de forma controlada apresentando atividade antioxidante e antimicrobiana
(LEMES et al., 2018).

3.7 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos possuem ao menos um grupo hidroxila ligado ao anel
aromatico e podem variar desde moléculas simples tais como os acidos fenodlicos, até
compostos altamente polimerizados, tais como taninos. Apresentam mais de 8.000
substancias ja descritas e sua classificacdo € realizada conforme sua estrutura, nimero e
posicao dos seus grupos hidroxilas e outros grupos substituintes (COSTA et al.,2015).

Esse grande e complexo grupo faz parte da constituicdo de uma variedade de
vegetais. Podem ser pigmentos, que d&o a aparéncia colorida aos alimentos, ou produtos do
metabolismo secundario, normalmente derivado de reacGes de defesa das plantas contra
agressoes do ambiente (TRESSERA-RIMBAU; LAMUELA-RAVENTOS; MORENO, 2018;
TSAO, 2010).
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Os compostos fendlicos sdo antioxidantes fortes que complementam as fungdes
antioxidantes de vitaminas e enzimas, funcionando como defesa contra o estresse oxidativo
causado pelo excesso de espécies reativas de oxigénio (ERO). Os compostos fenolicos
apresentam diversidade molecular e podem ser classificados de acordo com os atomos de
carbono (Figura 3). Os flavonoides possuem como estrutura basica duas cadeias fenila ligadas
por 3 carbonos (Cg-C3-Cg) e fazem parte de uma das classes mais diversificadas de
metabolitos secundarios do reino vegetal. Dentro da classe dos flavonoides podem-se
observar subgrupos que podem ser denominados de flavonas, flavononas, flavonoldis,
isoflavonas, flavondis, antocianinas e outros (COSTA etal., 2015; TSAO, 2010).

Figura 3 - Exemplos representativos de compostos fendlicos

Fenoélicos simples ( C4) Acidos fenélicos e aldeidos (C4-C)) Acidos cindmicos (C;—C3)
OH (OOH HOOG
> 6 2 6
3 . 3 5 V4
3 )i
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. . . . 2 2-OH: ¢-icido cumarico
3-OH: 1,3 - Dihidroxibenzeno 2-OH: o= ':'C“l') lf“!‘_'““"‘*“”‘““ 3 3-OH: m-acido cumarico
(Rsorcinol) (@ C,“l.o salicilico) . 4-OH: p-icido cumirico
3,5-OH:1,3,5— Trihidroxibenzeno 3’4'9H: "'c’“l.“ l’"{‘“_““““'““ 3,4-OH: acido cafeico
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Fonte: Adaptado de Soto et al., 2011.

Os compostos fenolicos (entre eles os flavonoides) que ocorrem naturalmente tém
um alto potencial como antioxidante para restaurar, conservar e reparar os danos celulares. Os
compostos fenolicos tém sido cada vez mais estudados para aplicagdo com matéria prima na
industria de alimentos; esses compostos agem como antioxidantes, ndo somente pela sua
habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais
intermediérios estaveis, que impedem a oxidacdo de varios ingredientes do alimento,
particularmente de lipidios, melhorando sua qualidade e o seu valor nutricional (CAROCHO;
FERREIRA, 2013; HUANG;, OU; PRIOR, 2005; KAHKONEN et al.,1999).
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Relatos do estudo realizado com extratos Marrubium peregrinum demonstraram a
correlacdo linear significativa entre os valores da concentracdo de compostos fenolicos e
atividade antioxidante indicando que estes compostos contribuem para a forte atividade
antioxidante avaliada (STANKOVI, 2011). Compostos fendlicos atuam de varias formas,
como antioxidantes, combatendo os radicais livres, quelando metais de transicéo,
interrompendo a reacdo de propagacdo dos radicais livres na oxidacdo lipidica. Estudos
realizados demonstraram resultados promissores e observaram significativa relacdo entre
compostos fendlicos e atividade antimicrobiana (GOUDA; KAVITHA; SARADA, 2015).
Munhoz et al. (2014) detectaram a presenca de compostos fendlicos no extrato bruto das
cascas do caule da Euphorbia umbellata, além de terpenos, conforme revelados por anélises
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Espectroscopia por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN).

3.8 Atividade antioxidante

Antioxidantes podem ser considerados como aqueles compostos que sdo capazes de
diminuir ou prevenir significativamente a oxidacdo de outra substancia, sendo que este deve
ser encontrado em menor quantidade que a substancia a ser oxidada. Dentre os diversos
compostos que podem atuar nessa atividade, podem-se citar os compostos fenolicos, enzimas
antioxidantes, ligacGes de ferro, proteinas transportadoras e outros compostos que afetam o
sinal de expressdo génica (COSTA et al., 2015). Diversos produtos naturais podem inibir ou
retardar a oxidacdo de duas formas: pela eliminacdo de radicais livres, sendo neste caso
descrito como um antioxidante primario, ou por um mecanismo que nao envolve uma
atividade sequestrante direta de radicais livres, caso em que o composto € um antioxidante
secundario.

Os compostos fenolicos sdo antioxidantes primarios e interferem no processo de
oxidacdo como terminadores de radicais livres e as vezes também como quelantes de metais
(SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). O resultado de reagdes quimicas das cadeias longas
dos &cidos graxos insaturados, que sdo oxidados em suas duplas ligacGes, resulta na formacéo
de &cidos graxos de cadeias menores. Estes desencadeiam processos oxidativos que acabam
por levar a condicdo de ranco, resultando em um alimento inaceitavel para os consumidores.
Como a oxidacdo geralmente inicia na superficie do alimento, utilizar embalagens ativas

biodegradaveis incorporadas com agentes naturais que possam protegem o alimento da
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ocorréncia dessa reacdo, se torna uma forma promissora para proteger o alimento da
rancificacdo (JONGJAREONRAK et al., 2008).

Extratos vegetais ricos em compostos fendlicos exibem atividade antioxidante
através de varios mecanismos. No processamento de alimentos, os produtos antioxidantes séo
adicionados a embalagens para atrasar ou prevenir a oxidacao do alimento, principalmente a
oxidacdo lipidica (REIS et al., 2015).

Na maioria dos casos, € conveniente utilizar métodos diferentes para avaliar a
atividade antioxidante de uma substancia para que a confiabilidade dos dados esteja
assegurada. Os ensaios de radical DPPH" sdo baseados na transferéncia de elétrons de uma
molécula doadora ao referido radical. Este radical pode aceitar um elétron ou radical
hidrogénio para se tornar uma molécula estavel, diamagnética, e que € dificilmente oxidado
(PETERSON, 2001).

A acdo scavanger sobre ABTS™" se baseia na geracéo do cation radical ABTS™, que
apresenta coloracdo azul esverdeado, por meio da reacdo do ABTS™ com persulfato de
potassio. Com a adi¢do de um antioxidante, como os compostos fenolicos, por exemplo,
ocorre a reducdo do ABTS™ a ABTS, promovendo a perda da coloracio do meio reacional,
possibilitando posterior leitura em espectrofotometro (PELLEGRINI et al., 1999).

Complementarmente 0 método de FRAP estd baseado no principio de que o
complexo de coloragdo roxo claro Fe**-TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazeno) é reduzido a
um complexo de coloragdo roxo intenso Fe**-TPTZ pela acéo de antioxidantes com aumento
na absorbancia em 593 nm (BENZIE; STRAIN, 1996). De maneira geral, existe uma
correlacdo positiva entre o contetdo fendlico e a atividade antioxidante.

O ensaio DPPH’ é um método simples e altamente sensivel, consiste em um radical
livre de nitrogénio; um removedor de radicais de prétons, como um antioxidante doador de
hidrogénio, pode extinguir o DPPH", para gerar sua forma nao radical (DPPH-H). O efeito
antioxidante de um composto é proporcional ao desaparecimento do DPPH" nas amostras. Em
relacdo ao ensaio FRAP, ele fornece resultados rapidos e reproduziveis. Esse ensaio
proporciona a capacidade antioxidante do composto alvo nas amostras analisadas com base na
reducdo dos fons férrico para ferroso. O ensaio ABTS™, € aplicavel em ambas as fases aquosa
e lipidica a sua descoloracédo fornece informacdes sobre a atividade antioxidante dos produtos
naturais. A descoloracdo pode ser medida com base na reducdo do radical cation (ECA,
SARTORI; MENEGALLLI, 2014).
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3.9 Atividade antimicrobiana

Na &rea de alimentos, a resisténcia dos microrganismos frente a conservantes
antibacterianos tem se tornado um problema, devido a deterioracdo desses. Em resposta a essa
resisténcia, a procura por novos compostos com propriedades antibacterianas tem chamado a
atencdo das industrias alimenticias. Muitos compostos fendlicos podem possuir esta atividade
antimicrobiana, que esta principalmente relacionada a inativagdo das enzimas celulares, além
de mudancas na permeabilidade das membranas celulares (SHEN et al., 2014). Para a sele¢éo
de um antimicrobiano, deve ser considerada a eficacia contra o microrganismo alvo e também
as possiveis interacBes entre eles e o biopolimero do filme e outros componentes alimentares
presentes (CAMPOS; GERSCHENSON; FLORES, 2011).

Os antimicrobianos devem apresentar atividade contra microrganismos causadores
de intoxicacgdes alimentares. As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram positivos
associados as doencas estafilocdcicas, que podem provocar intoxicacdes alimentares
(ARGUDIN; MENDOZA; RODICIO, 2010) e a Escherichia coli € um microrganismo Gram
negativo ndo esporulado indicador de méas condi¢Oes higiénicas sanitarias na producdo e na
manipulacdo de alimentos.

Métodos de teste de susceptibilidade antimicrobiana e a descoberta de novos agentes
antimicrobianos tém sido amplamente utilizados e continuam a ser desenvolvidos, devido ao
aumento da resisténcia microbiana (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). Alguns
métodos para analises sdo utilizados como: métodos de diluicdo e de difusdo. Os métodos de
diluicdo sdo os mais adequados para a determinacdo dos valores de Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM), uma vez que oferecem a possibilidade de estimar a concentracdo do agente
antimicrobiano testado no agar (diluicio em &gar) ou meio de caldo (macrodilui¢cdo ou
microdiluicdo).

A microdiluicdo é um dos métodos mais bésicos de teste de susceptibilidade
antimicrobiana. O procedimento envolve a preparacdo de diluicdes do agente antimicrobiano
em um meio de crescimento liquido utilizando placa de microtitulacdo de 96 pocos. A CIM é
a menor concentracdo de agente antimicrobiano que inibe completamente o crescimento do
organismo em tubos ou pocos de microdiluicdo (CLSI, 2012).

No entanto, 0 ensaio de difusdo em disco oferece muitas vantagens em relacdo a
outros métodos: simplicidade, baixo custo, capacidade de testar numeros enormes de
microrganismos e agentes antimicrobianos e a facilidade de interpretar os resultados

fornecidos (GULMEZ et al., 2010). Durante o crescimento, as células microbianas secretam
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moléculas que se difundem no agar. Apds a incubagdo, um disco é cortado de forma asséptica
e depositado na superficie da placa previamente inoculada pelo microrganismo de ensaio. As
substancias se difundem para o meio, entdo, a atividade antimicrobiana das moléculas
microbianas secretadas € detectada pelo aparecimento da zona de inibic¢do ao redor do tampéo
de agar (VALGAS et al., 2007).

Além disso, varios métodos colorimétricos baseados no uso de reagentes corantes
foram desenvolvidos. A utilizacdo de sais de tetrazolio entre eles estdo: Cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (TTC), Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), 5-
hidrido de cloreto de ciano-2,3-ditoliltetrazio (CTC), 2,3-bis (2-metoxi-4- nitro-5-sulfofenil) -
5-[(fenilamino)carbonil]-2H-tetrazio(XTT),4-[3-(4-iodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-
tetrazolio]-1,3-benzeno dissulfonato (WST-1), 2-( Cloreto de p-iodofenil)-3(p-nitrofenil)-5-
feniltetrazdlio (INT) ou 2,2'-dibenzotiazolil-5,5'-bis-[4-di (2-sulfoetil) carbamoilfenil]-3 , 3'-
(3,3'-dimetoxi-4,4'-bifenileno) ditetrazolio e sal dissodico (WST-5) (KREGIEL et al., 2008).

O TTC é um corante muito utilizado para contagem de coldnias de microrganismos
em meios de cultura solidos, sendo um componente-chave do sistema de filme seco
rehidratavel usado para a analise microbioldgica de alimentos. Esse corante € incolor na
forma oxidada e vermelho quando reduzido por microrganismos, devido a formacdo de
formazano (MORJAN et al., 2015). O TCC satisfaz varios critérios: preco baixo, velocidade
de reacdo adequada e facilidade de leitura, portanto é considerado como um método
comparativamente rapido para avaliar a atividade antibacteriana de agentes antimicrobianos
(MOUSSA et al., 2013).


https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/calorimetry
https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/tetrazolium
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4 MATERIAL E METODOS

Na Figura 4 ¢é apresentado um fluxograma das atividades experimentais
desenvolvidas no decorrer do trabalho.

Figura 4 - Fluxograma das atividades da etapa experimental
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Fonte: a autora.

4.1 Coleta, identificagéo e processamento do material vegetal

A coleta do material vegetal foi realizada em 2013, durante a primavera, na regido da
Ponta Grossa, (Coordenadas: 22 J 0584216 UTM 7222790 ELEVACAO 902), Paran4, Brasil.



31

Uma exsicata com um ramo florido da espécie (Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns) foi
preparada e posteriormente enviada ao Herbario do Museu Boténico Municipal de Curitiba
para classificacdo sistematica e posteriormente catalogada sob o numero 363509. Com o
auxilio de uma faca, as cascas dos galhos coletados foram mecanicamente removidas e
separadas. Apo6s isso se realizou processo de secagem, que foi feito ao ar livre (temperatura
ambiente), na sombra por 14 dias. O local de secagem foi bem ventilado, protegido da poeira

e do ataque de insetos e animais.

4.2 Obtencao das fracdes das cascas de Euphorbia umbellata

As cascas (201,34 g), apés o processo de secagem, foram moidas com o auxilio de
um liquidificador e submetidas a extracdo empregando-se a técnica de Soxhlet (Figura 3A). O
liquido extrator (750 mL) foi constituido de uma mistura hidroalcodlica na porcentagem de
30:70 (&gua: etanol, v/v) e o processo de extracdo foi realizado por 24 horas. O solvente foi
completamente removido em rotaevaporador (modelo 830, Fisatom® S&o Paulo, Brasil);
banho-maria (modelo 558, Fisatom ©, Sao Paulo, Brasil); bomba de vacuo (modelo MA053,
Marconi®, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) (Figura 3B), obtendo-se 106,68 g de extrato bruto
(EB). Todo o extrato bruto obtido foi particionado usando a mesma técnica (e tempo de
extracdo), entretanto dessa vez, solventes de polaridade crescente (hexano, cloroformio,
acetato de etila e metanol) foram empregados. As quatro fracbes foram concentradas em
rotaevaporador sob pressdo reduzida a 40°C (Figura 3B). Foram obtidos: a fracdo hexanica
(FH), a fracdo cloroférmio (FCI), a fracdo metandlica (FM) e a fracdo acetato de etila (FA);
esses foram liofilizadas (modelo LD1500, Terroni, Sdo Carlos, Brasil) e acondicionadas em
dessecador com silica & temperatura 25°C, até 0 momento do uso (LEMES et al., 2018).
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Figura 5 - (A) Extrator de Soxhlet, (B) rotaevaporador

Fonte: a autora

4.3 Estudo da atividade antioxidante

Para avaliacdo da atividade antioxidante, as amostras FH, FCI, FM e FA das cascas
da Euphorbia umbellata foram solubilizadas em metanol na concentracdo inicial de 1mg/mL
e realizadas dilui¢fes para concentracdes de 0,1 mg/mL e 0,01mg/mL. Os métodos aplicados

para determinagéo da atividade antioxidante incluem o ABTS™, DPPH" e FRAP.

4.3.1 Acio scavanger sobre ABTS™

O radical catidnico ABTS™ (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acidosulfonico) foi
preparado utilizando 5 mL de solugdo aquosa de ABTS (7 mM) com 88 uL de persulfato de
potassio (2,46 mM, Sigma-Aldrich®), deixando a reacdo ocorrer em temperatura ambiente, ao
abrigo da luz, durante 12 a 16 horas antes do uso (RE et al., 1999). Antes do ensaio, a solucéo
de ABTS™ foi diluida com tamp&o fosfato de sodio 10 mM (1:20, v / v). As amostras das
fracOes das cascas da Euphorbia umbellata, em concentracdes entre 0,1 e 50 pg/mL em
triplicata, foram adicionadas juntamente com ABTS e tamp&o fosfato de sodio, completando
um volume final de 1000 uL de meio reacional. A solugéo foi incubada durante 15 minutos a
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25° C ao abrigo da luz e entéo foi realizada a leitura 734 nm em leitor de microplacas multi-
modo hibrido Synergy™ H1 com software Gen5.2( BioTek®, USA).

4.3.2 Acao scavanger sobre DPPH’

Para a determinacdo da acdo scavanger sobre DPPH’ (2,2-difenil-1-picrilidrazilo
Sigma-Aldrich®) o meio foi composto de uma amostra das fracdes (FH, FCI, FM e FA)
solubilizadas em etanol absoluto com concentracdo entre 0,1-50 pg/mL, solugdo de DPPH’
60mM e o0 meio reacional completado para 1000 pL realizado em triplicata. A mistura foi
incubada por 15 minutos a 25° C e ao abrigo da luz. A atividade antioxidante foi observada
pelo decréscimo da absorbancia em A = 530 nm em leitor de microplacas multi-modo hibrido
Synergy ™ H1 com software Gen5.2 ( BioTek®, USA) (SOARES et al., 1997).

4.3.3 Determinacédo do poder de reducao do ion ferro FRAP

O ensaio FRAP foi realizado segundo metodologia de Benzie e Strain (1996). A
solucdo tampdo de acetato de sodio a 300 mM foi realizada adicionando 1,87 g de C,H3NaO,
(acetato de sddio anidro) em 16 mL C,H;O, (&cido acético glacial) completando com &gua
destilada o meio reacional para 1000 mL (pH 3,6). O preparo da solugdo 10 mM TPTZ (2, 4,
6 solucdo de tripiridil-s-triazina,Sigma-Aldrich®) foi realizado adicionando a massa de
0,03121g de TPTZ em 10 mL de HCI (&cido cloridrico) 40 mM. Seguindo o preparo da
solugdo FeCl; 6H,0 (cloreto de ferro, Biotec®) 20 mM. A nova solucéo de trabalho foi
preparada misturando 60 mL de tampé&o acetato, 6 mL da solucdo de TPTZ e 6 mL de solucao
FeCl36H,0. As amostras FH, FCI, FA e FM (10 uL), em concentraces 1:1 até 1:1000 em
triplicatas, foram permitidas reagir com 290 pL da solucdo FRAP por 30 min na condicdo
escura. As leituras (complexo ferroso de tripiridiltriazina) foram entéo realizadas em A = 593
nm em espectrofotdmetro (BioTek® modelo ELx808 com agitador). O padrdo Trolox foi
utilizado para o desenvolvimento da curva de calibracdo (0-1000 pumol/L), os resultados

foram expressos em pmol TE/g.

4.4 Determinacao de compostos fendlicos nas fracdes

A determinacéo do teor de fendlicos totais foi realizada em triplicata de acordo com

o método de Folin-Ciocalteau (Dindmica®). As fracOes hexano, cloroférmio, acetato de etila e



34

metanol (200 pL) foram dissolvidas em metanol (1 mg/mL) para obter uma solucdo de
concentracdo igual a 20 mg/mL. A partir desta solucdo, foram retiradas aliquotas de 500 pL e
adicionadas a balGes de 10 mL (concentracdo final de 1 mg/mL). Em seguida, 200 pL desta
diluicdo foram transferidos para um tubo de ensaio e combinados com 7 mL de agua
destilada, 500 pL do reagente Folin-Ciocalteau e depois de 30 s, foram adicionados 2,5 mL de
Na,CO; 10,6% (m/v) (PA, Biotec®). Apés 5 min de incubacdo & temperatura de 50°C, a
absorbancia foi medida em A = 715 nm em leitor de microplacas multi-modo hibrido
Synergy™ H1 com software Gen5.2(BioTek®, USA). A solucdo padrdo de 4cido galico
(Merck®) 50, 100, 200, 400, 600 e 800 ug/mL foi utilizado para o desenvolvimento da curva
de calibragdo (MUNHOZ et al., 2014; SWAIN; HILLS, 1959). Os resultados do teor de

compostos fendlicos totais foram expressos como equivalentes de acido galico (mg AG/qg).

4.5 Atividade Antimicrobiana

4.5.1 Preparo das concentracdes das fracoes

Inicialmente preparou-se uma solugdo mae com 40,0 mg de cada fracdo (FH, FCI,
FA e FM) em 200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO - Synth®). Em seguida foi realizada 6
diluices seriadas 1:2 em DMSO. Na sequéncia os extratos foram diluidos 1:10 em caldo
Muller-Hinton (Difco™) para bactérias e testados frente aos microrganismos nas
concentragdes finais de 2000, 1000, 500, 250, 125 e 62,5 pg/mL. A concentragédo final de
DMSO no meio foi de 0,5%.

4.5.2 Preparo dos microrganismos

Foram utilizadas as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 2785, Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella enterica ATCC 14028.
As cepas em estoque foram repicadas 24 horas antes da realizagdo do experimento para serem
ativadas em Agar Muller-Hinton. Por ocasido dos testes as cepas foram preparadas em
solucdo fisiolgica estéril (NaCl 0,9%) de tal forma que continham 1,0 — 2,0 x 10® UFC/mL
para bactérias, equivalentes ao padrdo 0,5 da escala de MacFarland. Em seguidas foram
diluidas 1:10, e 10uL dos microrganismos assim preparados foram adicionados aos testes de
atividade antimicrobiana (CLSI, 2014).
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4.5.3 Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A CIM foi determinada pela técnica da microdiluicdo em placas de 96 cavidades,
adaptada do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014). Adicionou-se 200uL dos
extratos nas concentracdes de 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 pg/mL, nas cavidades da placa.
Como controle utilizou-se 200uL do caldo com e sem 10uL de DMSO (diluido 1:2).
Adicionou-se 10 uL de cada microrganismo teste as cavidades. Os testes foram realizados em
triplicata e cada teste teve um branco equivalente, no teste equivalente ao branco nédo foi
adicionado o microrganismo teste. ApOs o preparo, as placas foram recobertas com papel
filtro, tampadas e incubadas em estufa a 35°C por 24 horas. Decorrido a incubagéo, a
densidade dptica (equivalente a turvacdo produzida pelo crescimento dos microrganismos em
caldo) foram realizadas 3 leituras pos agitacdo em 630 nm no leitor Synergy™ H1 com
software Gen5.2. Para o célculo foi feita a média das leituras descontando a média da leitura

do branco correspondente.

4.6 Caracterizacao fisico-quimica (composi¢do centesimal) do amido de mandioca

4.6.1 Umidade

O amido de mandioca nativo foi obtido da Indemil (Paranavai, Parand, Brasil). As
amostras foram embaladas em sacos plasticos com capacidade de 500g e armazenadas a
temperatura ambiente. Para a analise de umidade, foram padronizados os pesa-filtros vazios
durante 1 hora em estufa (Modelo 1306, Biomatic®, Porto Alegre, Brasil) a 105°C, sendo
retirados e resfriados em dessecador até temperatura ambiente, foram pesados vazios. Em
seguida foram adicionados aproximadamente 3 g de amostra (triplicata) e colocados na estufa
(Modelo 1306, Biomatic®, Porto Alegre, Brasil) a 105°C até peso constante (IAL, 2008).

4.6.2 Residuo mineral bruto (cinzas)

Foram padronizados os cadinhos vazios durante 1 hora em mufla (Modelo 0216,
Fornitec®, S&o Paulo, Brasil) a 600°C, em seguida retirados e resfriados em dessecador até
temperatura ambiente e entdo pesados vazios. Foram adicionados de 2 a 5g de amostra
(realizado em triplicata) e anotado 0s pesos exatos, as amostras foram incineradas

inicialmente no Bico de Bunsen. Os cadinhos foram colocados na mufla a 600°C até as
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amostras adquirirem uma coloragdo branca acinzentada. Apés este periodo, foram retirados 0s

cadinhos da mufla, resfriados entdo pesados (peso exato) (IAL, 2008).

4.6.3 Lipideos

Foi pesado um baldo de fundo chato de 250 mL previamente padronizado em estufa
a 105°C e resfriado em dessecador. Foram adicionados cerca de 5 g de amostra em papel
filtro e presos para ndo perder as particulas da amostra. O baldo com a amostra foi conectado
ao conjunto de Soxhlet. Foi adicionado éter de petréleo (Biotec®) suficiente para a extracdo
durante 4 h, sendo em seguida o solvente evaporado (rotaevaporador modelo 830, Fisatom®,
S&o Paulo, Brasil; banho-maria modelo 558, Fisatom®, Sdo Paulo, Brasil; bomba de vacuo
modelo MAO053, Marconi®, Piracicaba, S30 Paulo, Brasil) e o baldo colocado na estufa a
105°C por 1h, resfriado em dessecador e pesado (1AL, 2008).

4.6.4 Proteinas pelo Método de Kjeldahl (Nitrogénio total)

No tubo de digestdo foram pesados aproximadamente 0,2 g de amostra (realizada em
triplicata) e adicionados de 0,2 g de CuSO, (sulfato de cobre)(Dindmica®), 1,0 g de K,SO,
(sulfato de potéssio)(Synth®) e 5 mL de H,SO, (acido sulfarico) concentrado (Synth®),
agitando cuidadosamente e misturando a amostra. A amostra foi aquecida gradativamente até
atingir 400° C. A digestdo foi completa quando a amostra apresentou coloracdo esverdeada e
limpida. No destilador de Nitrogénio (Marconi, modelo MAOQ36, Piracicaba, Brasil) ap6s a
diluicdo da amostra no tubo de digestdo com 10 mL de &gua destilada, foi colocado um
erlenmeyer de 125 mL contendo 10 mL de HsBO5 2% (4cido bérico) (Synth®) com indicador
no suporte abaixo do condensador. O tubo da amostra foi encaixado no local apropriado e
adicionado NaOH 50% (hidréxido de sédio) (Synth®) no funil dosador. A torneira do dosador
foi aberta lentamente até neutralizar a amostra (cor azul escuro ou marrom escuro).
Terminada a neutralizagdo foram coletados 50 mL do destilado, em seguida foi feita a
titulagdo com H,SO, 0,02N padronizado. O fator de conversdo de nitrogénio em proteina
utilizado foi de 6,25 (IAL, 2008).
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4.6.5 Acidez

Para andlise do teor de acidez do amido de mandioca foram pesados cerca de 3 g de
amostra (triplicata), transferida para erlenmeyer de 125 mL com o auxilio de 50 mL de agua
destilada e adicionado 3 gotas de solucdo de fenolftaleina. Em seguida, foi realizada a
titulacdo com solucdo de NaOH 0,1M padronizada até o ponto de viragem (coloragdo rosea).
O resultado foi expresso em porcentagem de acidez (1AL, 2008).

4.7 Preparo dos Filmes por casting

Para as diferentes formulacdes de filmes biodegradaveis mostradas na Tabela 1,
foram utilizados 3% amido de mandioca (base seca), glicerol PA (Reatec®) na proporcéo de
20% em relacdo ao amido e diferentes concentragdes da fracdo das cascas da Euphorbia
umbellata. Os filmes de amido foram preparados pela técnica de casting adaptada de Gontard,
Guilbert e Cuq (1992).

Tabela 1 - Componentes e quantidades utilizados na formulacdo dos filmes

Filmes Amido (g/100g) *Glicerol FA das cascas da Agua destilada
(9/1009) Euphorbia (qsp 100mL)
umbellata (g/100g)

FB 3,33 0,66 - 96,01
**F2 5FA 3,33 0,66 0,08 95,93
***E5FA 3,33 0,66 0,16 95,85

**xxE10FA 3,33 0,66 0,33 95,68

*20% em relagdo & massa do amido, ** 2,5% da FA das cascas da Euphorbia umbellata em relagdo & massa de
amido, *** 5% da FA das cascas da Euphorbia umbellata em relacdo a massa de amido, ****10% da FA das
cascas da Euphorbia umbellata em relagéo & massa de amido.

Fonte: a autora

A mistura foi aquecida gradativamente até atingir 95 °C, sob agitacdo constante, e
vertida em placas redondas de acrilico (150x20mm) (Figura 4). As placas com a solucdo
filmogénica foram entdo secas em estufa com circulacdo de ar, a 60 ° C, por 8 h. As peliculas
secas foram removidas manualmente das placas e condicionadas em camara tipo BOD (Tecnal®,
modelo TE-371, Piracicaba, Brasil) a 25°C.
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Figura 6 - Producdo dos filmes pela técnica de casting

Fonte : a autora

4.8 Caracterizacao dos filmes

Os filmes foram caracterizados quanto a opacidade, solubilidade, densidade,
espessura, caracteristicas estruturais por microscopia eletrénica de varredura (FEG), anélise

termogravimétrica (TGA), atividade antimicrobiana e atividade antioxidante.

4.8.1 Analise de cor
A cor de cada ensaio foi determinada por meio de um colorimetro (BYK Gardner-

USA) em um angulo de 10° usando o iluminante D65 (luz do dia). As leituras foram
realizadas no sistema CIELAB (L*, a" e b"), no qual L" é o componente de claridade ou
luminosidade, que varia de 0 a 100, e a* e b* s&o dois componentes de cor, cuja taxa varia de
~100 a 100 (a" varia de verde a vermelho e b" de azul a amarelo). Para cada ensaio, foram
realizadas dez leituras. Antes da realizagdo de cada andlise, efetuou-se a calibracdo do
aparelho. Também foi utilizada a evolugdo do indice de Brancura (IB). Esse indice é uma
conversdo dos parametros de L, a” e b”, sendo calculado segundo a Equagdo 1 (OLEYAEI et
al., 2016).

IB =100 — [(100 — L") + @")*+ (b")4°° (1)
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4.8.2 Opacidade aparente

A opacidade aparente foi determinada com o auxilio de um colorimetro (BYK
Gardner-USA) em um angulo de 10 ° usando o iluminante D65 (luz do dia), seguindo 0s
Hunterlab. O calculo da opacidade (Y) foi realizado em relacéo a opacidade da amostra sobre

um padrao branco (Yb) e um preto (Yp), conforme a Equacéo 2.

Y =(Yp/Yb) x 100 (2)
onde Y é a opacidade aparente, Yp é a opacidade da amostra medida sobre um padrdo preto e Yb é a opacidade da

amostra medida sobre um padréo branco.

O resultado foi dividido pela espessura, pois essa influéncia significativamente a
opacidade das amostras, e expresso utilizando-se uma escala arbitréria (0 — 1 %/um). As
amostras foram analisadas em triplicata (OLIVATO et al., 2014).

4.8.3 Solubilidade

Este teste foi conduzido de acordo com Reddy e Yang (2010), com algumas
modificagOes. As amostras foram previamente dessecadas durante trés dias em um dessecador
contendo CaCl, anidro (Reatec®) (UR ~0). Depois de pesados, os filmes foram imersos em
agua destilada (razdo 30: 1 agua/amostra) durante 48 horas a 25 ° C. As amostras foram entao
removidas e secas usando as mesmas condi¢fes. O peso da amostra condicionada apds o
tratamento foi utilizado para determinar a % de solubilidade. As analises foram realizadas em

triplicata.

4.8.4 Densidade

Para a determinacdo da densidade das amostras dos filmes foram cortadas com
dimensGes de 20 mm x 20 mm (triplicata) e acondicionadas por quinze dias em dessecador
contendo cloreto de célcio anidro (CaCl,) para serem desidratadas. Posteriormente, sua massa
e area foram determinadas. Os resultados obtidos foram utilizados para o calculo da densidade
(gramatura) dos filmes, sendo expressos em g/cm3 (MULLER; YAMASHITA; LAURINDO,
2008).
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4.8.5 Espessura

A espessura dos filmes foi determinada utilizando-se um micrometro manual
(Digimess, capacidade 0-25 mm, resolucdo 0,001 mm). A espessura final foi fixada como
sendo a média aritmética de cerca de 10 medidas aleatorias realizadas de cada filme
(MULLER; YAMASHITA; LAURINDO, 2008).

4.8.6 Microestrutura

A analise da microestrutura dos filmes foi realizada por microscopia eletrdnica de
varredura por emissdo de campo (Field Emission Gun Scanning Electron Microscopy — FEG-
SEM) utilizando microscopio eletrobnico TESCAN (modelo Mira 3, Brno, Republica Tcheca).
Amostras de cada filme foram imersas em nitrogénio liquido para congelamento rapido,
fraturadas com auxilio de pingas e secas em dessecador com cloreto de célcio (CaCl,) por 3
semanas. As amostras secas foram submetidas a metalizacdo com ouro em metalizador 1C-50
lon Coater (SHIMADZU, Quioto, Japdo) e posteriormente analisadas (OLIVATO et al.,
2015). Foram feitas imagens da superficie e fraturas das amostras.

4.8.7 Anélise termogravimétrica (TGA)

Para a realizacdo das analises térmicas foi utilizado o equipamento Setaram
Instrumentation modelo Labsys Evo DTA/DSC. As amostras dos filmes foram secas em
dessecador contendo cloreto de célcio anidro por 15 dias antes das analises e foram pesadas
aproximadamente 10 mg de cada amostra ( amido de mandioca, FA e FB, F2,5FA, F5FA e
F10FA), os quais foram acondicionados em cadinhos de platina. Os termogramas foram
obtidos a uma taxa de aquecimento de 20°C/min, a faixa de temperatura foi de 20°C a 600°C

com atmosfera de Argonio.

4.8.8 Atividade Antioxidante dos filmes

4.8.8.1 Preparo das amostras

As amostras foram obtidas de acordo com método de Alves, Mainardes e Khalil

(2016) com adaptagdes. As aliquotas foram coletadas no tempo 0, 1, 3, 6 e 8 horas. Para tanto
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foram preparadas amostras FB, F2,5FA, F5FA e F10FA, em quintuplicata, para cada tempo.
Adicionou-se 10 mL de &gua Milli-Q® sobre cada filme (20mm x 20mm) em placa, e apés o
tempo determinado, o liquido foi coletado, liofilizado e armazenado até 0 momento das

analises.

4.8.8.2 Acdo scavanger sobre ABTS™

O radical catidbnico ABTS™ (2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acidosulfonico) foi
preparado utilizando 5 mL de solucdo aquosa de ABTS (7 mM) com 88 uL de persulfato de
potassio (2,46 mM, Sigma-Aldrich®), deixando a reacdo ocorrer em temperatura ambiente, ao
abrigo da luz, durante 12 a 16 horas antes do uso (RE et al., 1999). Antes do ensaio, a solucéo
de ABTS™ foi diluida com tampdo fosfato de sodio 10 mM (1:20, v/v). As amostras,
conforme item 4.8.8.1, foram solubilizadas em metanol (Reatec®) em triplicatas. Aliquotas
de 1, 5, 10, 20, 50 e 75 pL das amostras foram adicionadas a tubos eppendorf, juntamente
com 300 pL de reagente ABTS™ , e o volume foi completado para 1000 puL de meio
reacional. As amostras foram incubadas durante 15 min, protegidas da luz a temperatura
ambiente e a leitura 734 nm em leitor Synergy™ H1 com software Gen5.2.

4.8.8.3 Acédo scavanger sobre DPPH’

A atividade scavanger das amostras foi testada em relacdo a 60 mM de DPPH * (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil, Sigma-Aldrich®), que foi solubilizado em etanol absoluto (Reatec®).
As amostras, conforme item 4.8.8.1, foram solubilizadas em etanol (PA, Reatec®) em
triplicatas. O meio de reacdo foi composto por aliquotas de 1,5, 10, 20, 50 e 75 pL de
amostra e 300 pL da solucdo de DPPH". O volume foi completado com etanol a 1000 pL. A
mistura foi incubada durante 15 min a temperatura ambiente e protegida da luz. A atividade
foi observada pelo decréscimo da absorbancia em 530 nm. A analise foi realizada utilizando
um leitor Synergy™ H1 com software Gen5.2 (LEMES et al., 2018).
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4.8.8.4 Determinacdo do poder de reducdo do ion ferro FRAP

O ensaio FRAP foi realizado segundo metodologia de Benzie e Strain (1996), a
solucdo tampédo de acetato de sodio a 300 mM foi realizada adicionando 1,87 g de C,H3NaO,
(acetato de sédio anidro) em 16 mL C,H,O, (&cido acético glacial) completando com agua
destilada o meio reacional para 1000 mL (pH 3,6). O preparo da solu¢do 10 mM TPTZ (2, 4,
6 solucdo de tripiridil-s-triazina,Sigma-Aldrich®) foi realizado adicionando a massa de
0,03121g de TPTZ em 10 mL de HCI (acido cloridrico) 40mM . Seguindo o preparo da
solugdo FeCl; 6H,0 (cloreto de ferro, Biotec®) 20mM. A nova solucdo de trabalho foi
preparada misturando 60 mL de tampdo acetato, 6mL da solucdo de TPTZ e 6 mL de solucédo
FeCl36H,0. As amostras, conforme item 4.8.8.1, foram solubilizadas em metanol (PA,
Reatec®) em triplicatas, foram permitidas reagir com 290 pL da solugdo FRAP por 30 min na
condicdo escura. As leituras (complexo ferroso de tripiridiltriazina) foram entdo realizadas em
A = 593 nm em espectrofotdmetro (BioTek® modelo ELx808 com agitador). O padréo Trolox
foi utilizado para o desenvolvimento da curva de calibragdo (0-1000 pmol/L), os resultados

foram expressos em pumol TE/g.

4.8.8.5 Determinacdo de compostos fenolicos nos filmes

A determinacédo do teor de fenolicos totais foi realizada em triplicata de acordo com
o método de Folin-Ciocalteau (Dindmica®). As amostras, conforme item 4.8.8.1, (20mm x
20mm) foram dissolvidas em metanol para obter uma solucdo de concentracdo final a
1mg/mL. Em seguida, 200 pL desta diluicdo foram transferidos para um tubo de ensaio e
combinados com 7 mL de agua destilada, 500 puL do reagente Folin-Ciocalteau e depois de 30
segundos, foram adicionados 2,5 mL de Na,COj3 10,6% (m/v) (PA, Biotec®). Apés 5 minutos
de incubacdo a temperatura de 50°C, a absorbancia foi medida em A = 715 nm em
espectrofotdmetro Biotek® leitor Synergy™ H1 com software Gen5.2. Os correspondentes
perfis de liberacdo foram representados por graficos do total de fenolicos liberados versus
tempo, foram expressos como equivalentes de acido galico (mg AG/g) (LEMES et al., 2018).
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4.8.9 Atividade Antimicrobiana

4.8.9.1 Método Difusdo em agar

O método foi realizado adaptado do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI,
2012). As amostras dos filmes FB, F2,5FA, F5FA e F10FA foram avaliadas em relacdo aos
microrganismos Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella enterica ATCC 14028. As cepas em estoque
foram repicadas 24 horas antes da realizacdo do experimento para serem ativadas em Agar
Muller-Hinton. Para realizacdo dos testes as cepas foram preparadas em solucdo fisioldgica
estéril (NaCl 0,9%) (Farmax®) de tal forma que continham 1,0 x 108 UFC/mL para bactérias,
equivalentes ao padrdo 0,5 da escala de MacFarland. Em seguidas foram semeadas em Agar
Muller-Hinton. Os filmes foram cortados em discos de 8 mm de didmetro e colocadas no agar
inoculado. As placas foram incubadas a 35 + 2°C por 24 h. Apds o periodo de incubacéo, as
placas foram observadas quanto a homogeneidade de crescimento e a formacdo de zonas de
inibicdo do crescimento, em seguida, mediu-se os didmetros das zonas de crescimento de
inibicdo. Posteriormente foi utilizado um corante Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) nas
placas e foram incubadas durante 24 h a 37° C. A inibi¢do do crescimento foi detectada pela
adicdo de 20 ul de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) aquoso a 0,5% (Merck). O
resultado foi analise do crescimento visivel, como indicado pela mudanca de cor TTC

(vermelho para incolor).

4.10 Andlise estatistica

Os valores experimentais foram expressos em média = desvio padrdo (DP). Os
resultados densidade, espessura, solubilidade e opacidade aparente foram analisados por
ANOVA e Teste Tukey, ao nivel de significancia de 5%, dados realizados pelo programa
Graphpad Prism® 5.01 (Graphpad Software, Inc.). Os dados da atividade antioxidante foram
avaliados por analise de variancia ANOVA de duas vias seguido do pos-teste de Bonferroni,
ao nivel de significancia p < 0,001, dados realizados pelo programa Graphpad Prism® 5.01
(Graphpad Software, Inc.). Os dados da analise termogravimétrica foram analisados no
software Origin 9.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Compostos fendlicos e Atividade Antioxidante das fracdes das cascas da Euphorbia
umbellata

Para a quantificagdo dos compostos fenolicos nos extratos de Euphorbia umbellata,
foi determinada inicialmente uma faixa de linearidade para determinacédo da absorbancia pelas
concentracdes testadas. Para tanto, a curva de calibracdo de acido galico nas concentracdes
50, 100, 200, 400, 600 e 800 pug/mL, foi preparada e se mostrou linear no intervalo proposto,
com valor de r?= 0,9991 e equacdo da reta y = 0,0009x + 0,0741. Uma vez determinada a
curva de calibracdo para o acido galico, buscou-se avaliar as fracdes (FH, FCI, FM e FA)
obtidas das cascas de Euphorbia umbellata frente aos modelos antioxidantes ABTS™, DPPH’,
método de FRAP e paralelamente se realizou a determinacdo de compostos fendlicos

presentes nas amostras avaliadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Atividade antioxidante e compostos fenolicos das fragfes das cascas da Euphorbia umbellata

AMOSTRA FRAP ABTS™ DPPH’ Compostos
(WmOITE/G)  (ICoug/mL)  (ICsug/mL) enolicos
H g 50 M9 50 M9 (mgGAE/g)
Fracdo Hexanica
(FH) - - - 9,51+ 0,00
Fracéo
Cloroférmica
(FCI) 301,13 £ 0,03 58,00 £ 4,20 _ 34,33 £ 0,00
Fracao Acetato
(FA) 2680,05 + 0,02 1,40+0,15 1,95+ 0,00 515,81 + 0,02
Fracdo Metandlica
(FM) 1486,30 £ 0,01 2,10+0,14 4,99 +1,75 364,70 £ 0,00

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (n=3).
Fonte: a autora

O ensaio de determinacdo de compostos fendlicos nos extratos testados permitiu
determinar que as frag0es mais polares apresentaram maiores quantidades desses compostos,
sendo a FA mais compostos dessa classe que a FM. Os ensaios feitos em triplicata contra
ABTS"™ mostram que a FA apresentou o mesmo nivel de eficiéncia de captura apresentada no

ensaio com DPPH'. Além de métodos para avaliar a atividade antioxidante que ocorrem em
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meio organico, € interessante também fazer uso de outros métodos que avaliem a capacidade
antioxidante, como o FRAP que ocorre em meio hidrofilico em condicBes acidas. Nos dois
primeiros ensaios, os radicais ABTS™ e DPPH" so reduzidos (sendo isto mensurado por meio
da perda de cor da solucdo) (CRAFT et al., 2012), entretanto, no ensaio de FRAP a reducéo
dos fons Fe*® (transferéncia de elétrons) é que é responséavel pela mudanca de coloragdo do
meio (APAK et al.,, 2016). A atividade antioxidante é positivamente correlacionada a
composicao fendlica (ZARDO et al., 2015).

Extratos de materiais vegetais (frutos, casca, flores, folhas) ricos em compostos
fendlicos estdo sendo cada vez mais usados na industria alimenticia por suas propriedades
antioxidantes e eventuais beneficios para a saude (ZENGIN et al., 2017; CHAUDHARI,
MAHAJAN, 2015). Estudo com diferentes partes de vinte plantas medicinais avaliadas
guanto ao teor de fenodlicos e atividade antioxidante, permitiram determinar que os valores
variaram de 12,21 a 355,25 (mgGAE/g; sendo que as amostras que apresentaram oS maiores
valores demonstraram também os maiores valores para atividades antioxidantes (avaliados
por diferentes ensaios in vitro, como atividade antioxidante total, poder redutor de ions
férricos, eliminacdo de radicais de 6xido nitrico e atividade de eliminacédo de radicais livres de
DPPH") (CHAUDHARI; MAHAJAN, 2015).

Pesquisa realizada por Fu et al. (2014) com as cascas das sementes Jatropha
curcas L. (pertencente a familia Euphorbiaceae), demostraram que os extratos mais polares
(etandlico, acetato de etila e aquoso) dessa espécie vegetal contém altos teores de compostos
fenolicos, sendo a fracdo acetato a que apresentou maiores concentracdes (262,91 + 8,35
mgGAE/g). Também foi determinado que a atividade antioxidante do extrato de acetato de
etila frente ao radical ABTS™ (1,92 + 0,20 ICsp pug/mL) e DPPH' (8,32 + 0,11 I1Cso pug/mL)
foi maior que os valores encontrados para as fracdes etanolica e aquosa. Os resultados do
referido trabalho sdo semelhantes aos resultados encontrados para a FA (no presente estudo)
que também demonstraram que a fracdo acetato de etila apresentou os melhores efeitos
antioxidantes e a maior quantidade de fendlicos entre os extratos estudados.

Por fim, Lemes et al. (2018) desenvolveram membranas de quitosana incorporadas
com a fragdo metandlica das cascas da Euphorbia umbellata utilizando a técnica de casting e
avaliaram o poder antioxidante utilizando o mesmo método de Folin-Ciocalteu e
determinaram que a quantidade de compostos fendlicos (318,64 + 0,64 mgGAE/g) para a
fracdo metandlica foi muito semelhante ao resultado dos fendlicos encontrados para a FM
(364,70 £ 0,00 mgGAE/g) no nosso estudo.
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https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/euphorbiaceae
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5.2 Atividade Antimicrobiana das fracdes das cascas da Euphorbia umbellata

5.2.1 Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

As fragOes (FH, FCI, FA e FM) das cascas da Euphorbia umbelllata foram submetidas
a avaliacao da atividade antibacteriana através do método de microdiluicdo em caldo a fim de
se determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia
coli ATCC 25922 e Salmonella enterica ATCC 14028.

Para Staphylococcus aureus ATCC 25923, um coco Gram-positivo, a ClMs, foi
observada na concentracdo de 0,12 mg/mL para a FA destacando-se essa das demais fracdes
(FM: CIMsg de 0,50 mg/mL , FCI: CIMs de 0,50 mg/mL e FH: CIMso de 0,62 mg/mL). Para
Escherichia coli ATCC 25922, um bacilo Gram-negativo, a FA também apresentou CIMsy na
concentragdo de 0,12 mg/mL, sendo determinado valor de CIMs,, para esse microrganismo
apenas para a FCI ( CIMso de 0,50 mg/mL); para FM e FH valores de inibicdo muito baixos
foram determinados (concentracdo maior que 2,00 mg/mL). Os resultados do potencial
antimicrobiano das FH, FCI, FA e FM das cascas da Euphorbia umbellata frente aos quatro
microrganismos patogénicos sao mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Atividade antimicrobiana — CIM das frac6es das cascas da Euphorbia umbellata

Atividade antimicrobiana (mg/mL)

AMOSTRA Staphylococcus  Escherichia Pseudomonas Salmonella

aureus coli aeruginosa entérica
Fracdo Hexanica
(FH) 0,62 +£0,02 >2,00 £ 0,0 >2,00 £ 0,11 >2,00 + 0,04
Fracdo
Cloroférmica
(FCI) 0,50 £0,19 0,50 £ 0,15 1,00 + 0,03 1,00+ 0,014
Fracdo Acetato
(FA) 0,12+0,14 0,12 + 0,00 0,50 + 0,05 1,00 + 0,09
Fracdo Metanolica
(FM) 0,50+ 0,02 >2,00+£0,11 >2,00 £ 0,07 >2,00 + 0,07

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (n=3).
Fonte: a autora
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As quatro fragdes investigadas exibiram efeitos antimicrobianos consideraveis contra
0 microrganismo Staphylococcus aureus. A FA também mostrou atividade antimicrobiana
frente aos microrganismos Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, apresentando
resultados de CIMsy de 0,12 + 0,00 mg/mL e 0,50 = 0,05 mg/mL, respectivamente. O
potencial antibacteriano pode ser atribuido aos componentes bioativos presentes nos extratos
da planta; no geral, a FA apresentou melhores atividades antibacterianas contra as cepas de
microrganismos testados demonstrando um grande potencial quando comparado com as
demais fracOes estudadas.

De acordo com Balouri; Sadiki; Ibnsouda (2016) bactérias Gram-negativas possuem
uma membrana celular quimicamente complexa e um de seus constituintes, o
lipopolissacarideo, determina a antigenicidade, toxicidade e patogenicidade destes
microrganismos, justificando resultados menos interessantes para essa classe de
microrganismos avaliados.

H& poucos relatos na literatura sobre a atividade antimicrobiana de Euphorbia
umbellata. No entanto, varios estudos comprovam a atividade antimicrobiana de diferentes
espécies do género Euphorbia (ASHRAF et al., 2015; ARAUJO et al., 2014). Kumar;
Mutyala; Raja, 2010 observaram extratos metandlicos e etandlicos da Euphorbia hirta e
apresentaram significativa atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas. Os
extratos metandlicos e de acetato de etila da folha de Euphorbia cotinifolia apresentaram
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (JAYALAKSHMI; RAVEESHA;
AMRUTHESH, 2012).

No estudo de Siwe-Noundou et al. (2018) foi investigada a atividade antimicrobiana
dos extratos de trés partes da planta (folhas, caules e raizes) de Alchornea laxiflora (Benth.)
Pax e K. Hoffm. (Euphorbiaceae), tendo sido preparados os extratos hexanico, cloroférmico,
acetato de etila, etanolico e metandlico das cascas. Esses extratos foram testados contra
bactérias Gram-negativas (E. coli) e Gram-positivas (S. aureus) e os resultados da fracéo
acetato de etila foram capazes de inibir o crescimento tanto das bactérias Gram-negativas

guanto Gram-positivas.

5.3 Caracterizacdo fisico-quimica (composi¢édo centesimal) do amido de mandioca

Os resultados obtidos referentes a caracterizacdo fisico-quimica do amido de

mandioca encontram-se na Tabela 4. A analise do teor de umidade mostrou que a amostra esta
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de acordo com o limite estabelecido pela Portaria N° 554 de 30.08.1995 da Secretaria da
Agricultura, do Abastecimento e Reforma Agréria (Brasil, 1995) que estabelece méximo de
14%. O controle da umidade é particularmente importante, ja que umidade inferior a 14%
dificulta a multiplicacdo microbiana (LOPES; FRANCO 2006). O teor de umidade
encontrado nesse estudo para o amido foi de 9,67 £ 0,10% estando de acordo com o
estabelecido pela legislacao.

Com relagdo ao teor de minerais, o valor também se encontra dentro do limite fixado
pela mesma legislacdo (Portaria N° 554 de 30.08.1995 da Secretaria da Agricultura, do
Abastecimento e Reforma Agraria (Brasil, 1995)). O amido em estudo apresentou teor de
minerais igual a 0,76 + 0,12%, sendo que a legislacdo estabelece como limite aceitdvel um
teor maximo de 1,5% de residuo mineral bruto. O teor de minerais pode estar relacionado
tanto com as caracteristicas intrinsecas das raizes, quanto com o processo de fabricacdo ou
durante o armazenamento. Valores elevados para cinzas podem indicar fraudes, como adigédo
de areia, ou processamento inadequado, como lavagem e descascamento incompletos

(FIORDA et al., 2013), caracteristicas que ndo foram observadas na amostra avaliada.

Tabela 4 - Composi¢édo centesimal do amido de mandioca

Componentes Amido de mandioca (%) "Valor de Referéncia (%)
Umidade 9,67 £0,10 14
Cinzas 0,76 £0,12 15
Lipideos 0,26 + 0,02 _
Proteina 1,25 +0,04 _
Acidez 0,70+ 0,01 3

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (n=3). " Valores limites conforme Portaria N° 554
de 30.08.1995 da Secretaria da Agricultura, do Abastecimento e Reforma Agréaria (Brasil, 1995).
Fonte: a autora

Com relagdo a proteinas e lipidios, os percentuais obtidos foram de 1,25 + 0,04% e
0,26 £ 0,02% em base seca, respectivamente. Nao ha referéncias com relacdo aos teores de
lipideos e proteinas na legislagdo brasileira, entretanto Trombini et al. (2013) caracterizaram
amido de mandioca para a elaboracdo de farinhas pré-gelatinizadas e obtiveram valores de
0,07% para cinzas, 0,11 % para lipidios, 0,44 % para proteinas. Em outro estudo (para a
caracterizagdo centesimal do amido de mandioca) foram encontrados valores de umidade de
12,65 + 0,01%; cinzas: 0,12 £ 0,09%; lipidios: 1,56 + 0,00%; proteinas: 0,14 £+ 0,01%,
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estando esses valores muito semelhantes aos estabelecidos pela legislagédo ou encontrados nos
trabalhos que avaliam tais caracteristicas (FIORDA et al., 2013). A diferenca encontrada entre
os resultados obtidos pelos autores citados e os encontrados no presente estudo, deve-se,
provavelmente, a caracteristica do cultivar de mandioca utilizado, época de plantio, tipo de
solo e condi¢Bes climaticas as quais a planta foi submetida durante o seu desenvolvimento
(LEONEL; CEREDA, 2002).

5.4 Producdo e caracterizagdo dos filmes

No presente estudo a FA apresentou melhores resultados frente a atividade
antioxidante e atividade antimicrobiana, tornando-se promissora para incorporagdo ao filme
de amido de mandioca. Com base nisso, foram produzidos os seguintes filmes: FB (filme
controle sem a fracdo acetato); F2,5FA (filme contendo 2,5% da fracdo acetato de etila da
Euphorbia umbellata); F5FA (filme contendo 5% da fracdo acetato de etila da Euphorbia
umbellata) e F10FA (filme contendo 10% da fracdo acetato de etila da Euphorbia umbellata).

5.4.1 Caracterizacao dos filmes quanto a densidade, espessura e solubilidade

A interacdo entre os aditivos incorporados na formulacdo pode influenciar a
solubilidade dos filmes & base de amido, assim como em outras caracteristicas dos filmes
formados (MALI et al., 2004). Os resultados da solubilidade, espessura e densidade dos
filmes sdo mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Densidade, espessura e solubilidade dos filmes

AMOSTRAS DENSIDADE ESPESSURA SOLUBILIDADE
(g/cm®) (mm) (%0)
FB 1,24 + 0,032 0,09 + 0,012 28,69 + 2,73
F2,5FA 1,61 +0,08" 0,09 + 0,01%° 24,04 + 5,822
F5FA 1,52 +0,16° 0,10 + 0,01%° 17,95 + 9,53°
F10FA 1,49 + 0,12%° 0,12 +0,01° 26,69 + 9,38

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (n=3). As médias acompanhadas pela mesma letra,
na mesma coluna, ndo apresentam diferenca significativa (Teste de Tukey; p<0,05).
Fonte: a autora.

A solubilidade em &gua é um parametro importante para caracterizacdo de um filme,
pois pode afetar sua propriedade de resisténcia a agua. Os resultados demonstram que a
amostra F5FA apresentou valor de solubilidade (17,95 £ 9,53 %), sendo 0 menor valor obtido
para essa caracteristica quando comparado com o0s resultados dos demais filmes. Ja o
resultado da densidade para essa amostra foi de 1,52 + 0, 16 g/cm®, destacando-se como o
maior valor dentre os filmes analisados. Segundo Vercelheze et al. (2012) menores valores de
densidade estdo relacionados com maior solubilidade, fato explicado pela alta porosidade, a
qual aumenta a capacidade de absorcdo de compostos liquidos. Os resultados nesse estudo
estdo de acordo com o postulado por Vercelheze e colaboradores (2012). Ainda, a
caracteristica de densidade deve ser baixa para os filmes formados, para que ocorra melhor
solubilizacdo do material (RIAZ et al., 2018), sendo que tal comportamento também foi
observado no nosso estudo, no qual o aumento da adi¢do da FA levou a um aumento da
densidade e uma diminuig&o da solubilidade.

A solubilidade em &gua foi testada por Ochoa-Yepes et al. (2019) para as
formulacdes de filmes produzidos pelos métodos de casting, extrusdo e termocompresséo,
incorporadas com diferentes concentracdes de proteinas de lentilha, onde se demonstrou o
aumento desse parametro na amostra de filme obtida por casting comparado aos demais. Esse
resultado era esperado devido a presenca de grupos OH encontrados no filme produzido. Alta

solubilidade para os materiais é vantajosa quando a embalagem é ingerida com o alimento ou
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quando se deseja retirar a pelicula do produto por lavagem ou coccdo (FAKHOURI et al.,
2015).

A espessura dos filmes pode ser ajustada controlando a relagdo entre o peso da
solucdo filmogénica e a area da placa (VERSINO et al., 2016). Muller; Yamashita e Laurindo
(2008), ao desenvolver filmes de amido mandioca com diferentes concentracdes de glicerol
como plastificante, apresentou resultados de espessuras dos filmes semelhantes aos resultados
encontrados no presente estudo, sugerindo que maiores quantidades de sélidos presentes nas
formulacdes fazem com que a espessura do filme formado seja maior (ap6s o processo de
secagem). Nesse estudo observou-se que o aumento da FA das cascas da Euphorbia

umbellata ao filme ocasionava um aumento na espessura do filme.

5.4.2 Analise de cor e opacidade aparente

As propriedades odticas de filmes estdo relacionadas a opacidade (transparéncia), cor
e brilho, estando geralmente relacionados a imagem do produto. A opacidade desempenha
também um papel muito importante, uma vez que determinados produtos, principalmente
alimenticios, estdo suscetiveis a fotodegradacdo, fazendo com que a embalagem seja uma
importante ferramenta de barreira a acdo da radiagdo ultravioleta (MARCOS et al., 2014).

Os resultados da analise de cor, indice de brancura e opacidade aparente dos filmes
de amido de mandioca incorporados com diferentes concentracdes da FA das cascas da

Euphorbia umbellata sdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 - Analise de cor, indice de brancura e opacidade aparente dos filmes

IB Opacidade
Formulacdes L a b* (indice de (%/um)
brancura)
FB 91,54 +0,09 -0,98+0,022 0,48+0,01* 91,48+0,04* 0,19 +0,00°
F2,5FA  90,69+0,26° -2,69+0,01° 9,36+0,08" 86,52+0,02° 0,21 +0,00°
F5FA 88,50 +0,79° -3,59+0,14° 1543+1,02° 80,57 +0,01° 0,19 +0,00®
F10FA 87,06 +0,02" -4,57+0,02° 22,90+0,03" 73,30+0,02" 0,13+ 0,00°

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (n=3). As médias acompanhadas pela mesma letra,
na mesma coluna, ndo apresentam diferenca significativa (Teste de Tukey; p<0,05). Para opacidade, os
resultados estdo expressos em escala arbitréaria (0 — 1 %/pm).

Fonte: a autora.
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Foram evidenciadas diferencas na anélise de cor, indice de brancura e opacidade dos
filmes (teste de Tukey, p<0,05). Os resultados foram expressos de acordo com a escala
CIELAB. O resultado de L" obtido para o FB confirma a claridade da amostra, pois indica a
tendéncia de coloracdo clara/branco sendo os valores obtidos mais préximos de 100. O
F10FA apresentou 0 menor valor de luminosidade e maiores valores de coordenadas a e b’
indicando coloracdo mais escura e amarelada que a FB. Tal caracteristica pode ser relacionada
a incorporacdo da FA das cascas da Euphorbia umbellata aos filmes. Os resultados
apresentados de indice de brancura para os filmes confirmam os dados descritos
anteriormente, onde o aumento da concentracdo FA nos filmes levou a uma diminuicdo desse
parametro.

Estudo realizado por Olivato et al. (2017) para o desenvolvimento de formulagcGes de
filmes termoplasticos de amido de mandioca incorporado com nanoargila de sepiolita em
diferentes proporgdes, determinou que a adicdo desse componente em diferentes
concentragOes (0-5%) levou a alteragGes significativas na coloragdo dos filmes formados,
assim como os resultados encontrados nesse trabalho. Um dos principais desafios ao
incorporar materiais em filmes biodegradaveis esta relacionado a alteracdo de cor e falta de
transparéncia que podem advir da adicdo de diferentes materiais.

A opacidade esta relacionada a quantidade de luz absorvida devido a dispersdo dos
compostos na matriz polimérica, sendo a aparéncia e a cor dependentes desse parametro, além
de também ser influenciada pela espessura (FADINI et al., 2013). Neste sentido, no presente
trabalho os valores de opacidade aparente das amostras foram calculados em funcdo da
espessura. A amostra controle FB apresentou opacidade préxima ao estabelecido para o filme
F5FA, ndo apresentando diferenca significativa entre as amostras. O filme F10FA apresentou
opacidade aparente de 0,13 + 0,00 %/um, menor valor comparado as demais formulagdes e
justificado pelo aumento da concentracdo do extrato no filme. Os filmes apresentaram

diferenca visual em relacdo a cor e opacidade como podemos observar na Figura 7.
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Figura 7 - (A) Filme amido + glicerol (FB) e (B) Filme amido + glicerol + FA das cascas da Euphorbia
umbellata (PAX) BRUYNS (F10FA)

Fonte : a autor

Bilck et al. (2015) encontraram valores de opacidade que variaram de 48,64%
(filmes a base de amido com glicerol de grau técnico) a 50,60% (filmes com glicerol bi-
destilado). Apesar da diferenca de cor entre os diferentes graus de glicerol, ndo houve
diferencas significativas na opacidade entre os filmes, o que é um resultado interessante
quando o objetivo é a aplicacdo do filme como embalagem de alimentos.

5.4.3 Andlise de Microscopia Eletrénica de Varredura por Emissdo de Campo (Field
Emission Gun Scanning Electron Microscopy) (FEG)

Anélises de microscopia eletronica de varredura foram realizadas nas areas de fratura
e superficie dos filmes a base de amido incorporados com diferentes concentracdes de FA das
cascas da Euphorbia umbellata, buscando identificar caracteristicas como: homogeneidade do
filme, estrutura das camadas, espagos vazios e suavidade da superficie.

Observa-se que a micrografia de fratura do FB apresentou-se lisa, compacta, mais
densa e regular, indicando uma estrutura homogénea, a qual foi visualmente modificada ap6s

a adicdo da FA em concentrages diferentes ao filme (Figura 8).
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Figura 8 - Imagens de microscopia eletronica de varredura obtidas para a superficie de fratura das amostras
(Ampliacéo 1600x)

20 pm
e

Fonte: a autora

As analises das micrografias da superficie dos filmes FB e com as diferentes
concentracfes de FA, demonstraram que FB apresentou uma caracteristica continua, lisa e
homogénea, sem poros, rachaduras ou irregularidades. Com o aumento da concentracdo de
FA de 2,5 para 10%, a superficie do filme tornou-se mais heterogénea e observou-se aumento
da caracteristica rugosa, sugerindo que a adicdo do FA alterou a regularidade da matriz
polimérica e influenciou na sua homogeneidade (Figura 9).
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Figura 9 - Imagens de microscopia eletronica de varredura obtidas da superficie das amostras (Ampliagao 800 x)

50 pm
>

Fonte: a autora

Estudo desenvolvido por Shirai e colaboradores (2016) avaliou a incorporagéo de
materiais em filmes a base de amido e concluiu que o aumento da proporcdo dos materiais
incorporados a matriz leva ao aumento da rugosidade superficial. Tal fato também foi
observado no presente estudo onde o aumento da concentracdo da fracdo acetato nos filmes
ocasionou um aumento na sua rugosidade superficial. Jaramilllo et al. (2017) ao analisarem
por microscopia eletronica de varredura os filmes de amido incorporados com extrato de
manjericdo, observaram que a adicdo do extrato ao filme levou a formacdo de rugosidade da
superficie do filme, sendo atribuido pelos pesquisadores a presenca de alguns sélidos de baixo
peso molecular do extrato (que ndo sdo sollveis em agua e migrariam para a superficie do
filme). Tal observacédo poderia ser extrapolada a esse estudo, uma vez que 0s extratos vegetais
de Euphorbia umbellata podem conter muitos compostos que ndo tenham solubilidade na
formulacéo proposta.

Lemes et al. (2018), ao incorporar extrato das cascas da Euphorbia umbellata em
membranas de quitosana, observou nas analises avaliadas por microscopia eletronica de
varredura poros superficiais da membrana inerte (com didmetros médios em torno de 1 pm)

e aumento do tamanho superficial dos poros (em torno de 2 um) conforme se aumentou a
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quantidade de extrato adicionado a formulacdo. No presente trabalho nédo foi observado a
formagé&o de poros.

5.4.4 Andlise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica para filmes biodegradaveis tem sido largamente
utilizada para avaliacdo da estabilidade térmica, determinacdo de conteddo de umidade e de
aditivos, estudos de cinética de degradacdo, analise de sistemas de copolimeros e estabilidade
a oxidacdo e temperaturas de degradacdo. Pode-se observar na Figura 10 que as etapas de
degradacdo térmica dos filmes produzidos ocorreram na faixa de temperatura entre 100° a

520°C, sendo encontrados trés estagios.

Figura 10 - (A) Anélise termogravimétrica e (B) curvas DTG dos filmes
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Fonte: a autora

O primeiro estagio de degradacdo ocorreu entre 90 e 160°C, no qual ocorreu a perda
gradual de agua dos materiais; o segundo estagio ocorreu entre 300° a 312°C e esta
relacionado a decomposic¢do do amido (amilose + amilopectina). O terceiro estagio entre 474°
a 505°C pode ser atribuido a desidratacdo dos anéis sacarideos, despolimerizacdo e
decomposicgéo das unidades acetiladas e desacetiladas dos filmes (ZHANG; ZHAO, 2015).

Nas curvas DTG dos filmes observa-se que a temperatura maxima de degradacéo foi
de 312°C para o filme controle (FB), 308°C para F2,5FA, 303°C para F5FA e 307°C para
F10FA. Nos filmes portadores de FA, as temperaturas de degradacdo foram afetadas e estes
resultados possivelmente ocorreram devido ao aumento do teor de sélidos nas formulagdes
(F2,5FA, F5FA e F10FA) e/ou as interacdes de hidrogénio entre as moléculas (GARCIA et
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al., 2009). Este resultado foi semelhante a relatos na literatura (JARAMILLO et al., 2016),
que concluiram que tal caracteristica (redugdo da estabilidade térmica) pode contribuir para
uma melhor biodegradabilidade dos materiais quando estes forem submetidos a processos de
degradacdo em condicGes de descarte no meio ambiente.

A massa residual encontrada foi de 2,5% para FB, 0,99% para F2,5FA, 12,45% para
F5FA e 12,40% para F10FA. O aumento do residuo nas amostras com maior proporcao de FA
possivelmente deve-se ao fato da presenca de componentes com anéis aromaticos, contidos na
FA, que tendem a produzir alguns residuos de carvao (JARAMILLO et al., 2016).

5.4.5 Determinacao de compostos fendlicos liberados dos filmes

As amostras FB, F2,5FA, F5FA e F10FA, coletadas nos tempos 0, 1, 3, 6 e 8 horas,
liofilizadas, foram dissolvidas em metanol para a obtencdo de uma solugéo de concentracdo
final 1mg/mL. Para determinacdo dos compostos fendlicos foi utilizada uma faixa de
linearidade, a curva de calibracdo de &cido galico nas concentracdes 50, 100, 200, 400, 600 e
800 pg/mL, mostrou-se linear com valor de r’= 0,9991 e equacio da reta y = 0,0009x +

0,0741. Os resultados do teor de fendlicos totais dos filmes sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Quantificacdo de compostos fendlicos dos filmes

Compostos Fendlicos (mgGAE/g de amostra liberada)

Amostras
Tempo FB F2,5FA F5FA F10FA
Oh - - - -
1h - 136,18 £ 0,01 11,74 + 0,00 110,25 £+ 0,00
3h - 292,36 £ 0,04 69,03 £ 0,02 222,73 +£0,01
6h - 292,36 + 0,04 69,03+ 0,02 734,47 £ 0,05
8h - 292,36 + 0,04 69,03+ 0,02 1173,24 £ 0,03

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (n=3).
Fonte: a autora.

Considerando que a liberacdo do total dos compostos fendlicos adicionados na
formulacéo seria de 478,95ug, teremos, ao final das 8 horas do teste, 0,07% dos compostos
fenolicos liberados do filme contendo 2,5% da fracdo acetato. Para o filme contendo 5% da
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fragdo acetato a liberacdo foi de 0,04% dos compostos ativos e o filme contendo 10% da
fracdo acetato liberou 0,32% dos compostos fenolicos incorporados, ap6s 8 horas.

Com relacdo ao monitoramento dos compostos fenolicos dos filmes observou-se que
ocorreu migracdo desses compostos dos filmes dopados com o extrato. As amostras F2,5FA,
F5FA e F10FA tiveram a liberacdo compostos fendlicos destacada no tempo de 3 horas,
sendo que apos esse tempo € possivel se observar uma diminuicdo na liberacdo dos compostos
a partir dos filmes. Ja a amostra F10FA teve a liberacdo de fendlicos méxima no tempo de 6

horas e em seguida teve queda na liberagéo, conforme mostrado na Figura 11.

Figura 11 - Compostos fenolicos liberados dos filmes
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Fonte :a autora

Como esperado, os compostos fenolicos migraram dos filmes para o meio, varios
fatores podem influenciar o comportamento de liberacdo de compostos ativos de filmes de
biopolimeros, incluindo a composi¢do quimica dos compostos ativos, interacdes polimero-
composto ativo, estrutura da matriz e condi¢des do meio circundante (BUONOCORE et al.,
2003 ). Nesse sentido, os polifendis do extrato liberados no meio poderia ser atribuida a
répida penetracdo de agua na matriz de amido de mandioca-glicerol, permitindo a difusdo dos
compostos ativos. Esse comportamento do filme pode ser util para aplicacbes em que é
necessario um tempo de liberacdo mais longo dos antioxidantes (PINEROS-FERNANDEZ et
al., 2017).

De acordo com os resultados analisados observa-se que, com 0 aumento da

concentracdo da FA incorporada nos filmes de amido, houve um aumento na liberagdo de
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compostos fendlicos, corroborando os resultados ja destacados anteriormente sobre o0s
compostos fendlicos na FA do extrato das cascas da Euphorbia umbellata.

5.4.6 Atividade Antioxidante dos Filmes: ABTS™, DPPH’ e FRAP

A avaliacdo do potencial de eliminacdo de radicais livres de uma substancia é um
método importante para determinar sua atividade antioxidante. Entre os métodos que
detectam elétrons ou sequestro de radicais estdio o ensaio de DPPH® (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil), o ensaio ABTS™ (acido 2,2'-azinobis3-etilbenzotiazolino-6-sulfénico), e o
ensaio FRAP (ECA; SARTORI; MENEGALLI, 2014). Os resultados da capacidade
antioxidante dos filmes de amido de mandioca e glicerol incorporado com variadas
concentragdes da FA das cascas da Euphorbia umbellata elaborados por casting estéo

apresentadas na Tabela 8.



Tabela 8 - Atividade Antioxidante dos filmes
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Amostra Tempo ABTS™ DPPH’ FRAP
(% inibicéo) (% inibicgao) (umoITE/Q)
Oh - - -
1h - - -
FB 3h - - -
6h - - -
8h - - -
Oh - - -
1h 57,03+ 1,46 93,18 £ 0,88 -
F2,5FA 3h 53,73 £ 3,25 56,08 + 5,20 45,83 + 0,00
6 h 51,06 + 3,67 56,17 £ 0,10 9,58 £ 0,00
8h - 14,37 £ 3,21 2,50 £ 0,00
Oh 17,56 + 3,42 - -
1lh 56,77 £ 1,06 94,84 + 0,41 -
F5FA 3h 55,15+ 2,77 94,80 +£1,83 -
6 h 52,48 £ 2,02 83,52 + 3,97 -
8h 14,50 + 4,54 41,61 +1,44 9,58 £ 0,00
Oh 39,33 +£1,60 - -
1h 56,27 + 1,91 95,10 + 1,06 205,41 +£0,01
F10FA 3h 54,79 £ 2,22 93,42+1,11 222,50 £ 0,08
6h 52,33+ 3,04 75,11 £ 0,54 135,41 £ 0,01
8h 54,95+ 1,83 68,48 + 5,60 5,41 + 0,00

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da média (n=3).

Fonte: a autora.

A atividade antioxidante das amostras FB, F2,5FA, F5FA e F10FA, coletadas nos

tempos 0, 1, 3, 6 e 8 horas frente a acdo scavanger ABTS™ demonstraram que nos tempos 1,

3 e 6 horas todos os filmes contendo extrato apresentaram inibicdo do radical ABTS™ (Figura

12). Ainda, nos tempos de 0 e 8 horas, os F5FA e F10FA tiveram captura do radical maior

que o F2,5FA, sendo que o F10FA manteve diferenca estatistica em relacdo ao F5FA nesses

mesmos tempos. Além disso, observa-se que o F10FA tem liberacdo de fenolicos por pelo

menos 8 horas, conforme modelo desenvolvido.
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Figura 12 - Acgdo scavanger dos filmes sobre ABTS™
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Fonte: a autora.

Semelhante aos resultados encontrados no presente estudo, Lemes et al. (2018)
demonstraram que a atividade antioxidante das membranas de quitosana com extrato das
cascas da Euphorbia umbellata (avaliadas frente ao ABTS **) mostraram melhor potencial
antioxidante para as amostras incorporadas com maior concentracdo de extrato.

Pelo método de remocédo do radical DPPH’, as amostras F2,5FA, F5FA e F10FA
apresentaram, no tempo de 3 horas, 95 % de inibi¢cdo quando comparadas a amostra FB. Na
Figura 13 observa-se que o teste do DPPH’ de todos os filmes contendo a fragdo acetato nas
diferentes concentracdes apresentaram inibigdo significativamente maior que o filme branco
(FB). Os F5FA e F10FA mostraram inibicdo maior que o F2,5FA nos tempos de 3, 6 € 8
horas. Enquanto o F10FA manteve captura significativa do radical DPPH’ em todos os tempos

avaliados, mostrando liberacdo de fendlicos em pelo menos 8 horas de experimento.
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Figura 13 - Acéo scavanger dos filmes sobre DPPH’
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Lemes et al. (2018) avaliaram a atividade antioxidante (ABTS e DPPH") do extrato
das cascas da Euphorbia umbellata liberada das membranas de quitosana e foi detectado que
as membranas contendo 50% e 100% de fracdo metandlica em relacdo a quantidade de
quitosana apresentaram maiores niveis de atividade antioxidante (acima de 70% em
comparagdo com a membrana 10% e a membrana inerte), e ap6s 24 h de experimento, todas
as amostras avaliadas ndo apresentaram aumento na % de inibicdo. Os resultados
antioxidantes obtidos com os ensaios de ABTS™, DPPH" e da capacidade de reducio férrica
com filmes de sementes de manjericdo incorporados com Oleo essencial de orégano
demonstraram que houve um aumento consideravel nessa caracteristica conforme se
aumentou da concentragdo do 6leo (0-6%) (HASHEMIE; KHANEGHAH, 2017).

Na avaliacdo da atividade antioxidante frente o radical estavel 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH"), foi determinado que o filme controle (FB) ndo apresentou atividade de
remocdo dos radicais, enquanto que com os filmes com diferentes concentragdes de FA, foi
possivel se determinar valores decrescentes de atividade de remocdo de radicais livres de
DPPH".

Marcos et al., (2014) analisaram atividade antioxidante frente a radicais DPPH" de
filmes contendo extrato de folhas de oliveira e observaram um aumento da capacidade

antioxidante conforme se aumentou a concentracdo de extrato adicionado, demonstrando que
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compostos presentes no extrato poderiam ser os responsaveis pela atividade avaliada e
corroborando os resultados obtidos nessa pesquisa.

Em Pifieros-Hernandez et al. (2017) o teor de compostos fendlicos aumentou com o
aumento da concentracdo do extrato incorporado a filmes a base de amido de mandioca e
extrato de alecrim, apresentando resultados satisfatorios para atividade DPPH’, corroborando
e reforcando os dados obtidos no presente estudo.

Para determinacdo da atividade antioxidante pelo método de reducdo do ferro
(FRAP) foi utilizada a curva de calibracdo de Trolox (0-1000 uL) que se mostrou linear com
valor de r’= 0,9922 e equacdo da reta y = 0,0008x + 0,0181. O F10FA obteve maior valor de
acdo antioxidante 222,5 umolTE/g no tempo de 3 horas, ocorrendo uma queda apds esse
tempo, sendo diferente dos demais filmes produzidos. O F2,5FA apresentou valor 45,83
pumMolTE/g no tempo 3 horas. Ja as amostras FB e F5FA apresentaram os menores valores de

acdo antioxidante por esse metodo (Figura 14).

Figura 14 - A atividade antioxidante dos filmes frente ao método FRAP
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Fonte: a autora

A atividade antioxidante pelos métodos DPPH’, ABTS™ e FRAP dos filmes
comprovaram a presenca de compostos fendlicos na matriz polimérica. Este fato é
interessante do ponto de vista industrial, pois a atividade antioxidante dos filmes ativos pode
ser adaptada e diferentes aplicagdes podem ser encontradas para cada tipo de material.
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5.4.7 Atividade Antimicrobiana - Método Difusio em Agar

Ap0s o periodo de incubacdo, as placas foram observadas quanto a homogeneidade
de crescimento e a formacéo de zonas de inibicdo do crescimento. Foi realizada a medicgéo
dos halos, observando-se que para FB e F2,5FA nédo houve a formacédo de zonas de inibicdo
de crescimento para nenhum microrganismo analisado. Entretanto, para as amostras F5FA e
F10FA, os halos de inibicdo registrados foram de 12mm e 14mm respectivamente, para

ambos os filmes frente ao microrganismo Staphylococcus aureus ATCC 6538 (Figura 15).

Figura 15 - Agar Muller-Hinton semeadas com Staphylococcus aureus e discos de 8mm dos filmes. Resultado
apos 24 horas de incubacéo em estufa a 35 £ 2°C. (A) FB, (B) F2,5FA , (C) F5FA (D) F10FA

Fonte : a autora

As zonas de inibicdo aumentaram com o aumento das concentracbes de FA
incorporados ao filme de amido (Tabela 9). Os maiores halos de inibicdo foram observados
para bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus, enquanto os menores halos foram
observados para as bactéria gram-negativa Escherichia coli. Este resultado pode estar
relacionado a presenca de uma membrana externa adicional ao redor da parede celular das
bactérias gram-negativas, o que restringe a difusdo de compostos hidrofébicos através de sua
cobertura lipoproteica (BURT, 2004). O mecanismo proposto da atividade antimicrobiana de
compostos fendlicos de extratos vegetais possivelmente deve-se ao seu ataque a membrana
celular, que causa aumento da permeabilidade e vazamento do citoplasma, ou em sua

interacdo com enzimas localizadas na parede celular (SILVA et al., 2011).
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Tabela 9 - Resultados observados para a Atividade Antimicrobiana dos filmes pelo método de difuséo em agar

MICRORGANISMOS

Staphylococcus  Escherichia coli Pseudomonas Salmonella
AMOSTRAS
aureus aeruginosa enterica
FB - - - -
F2,5FA - - - -
F5FA *12 £+ 0,05 *6+0,07 - -
F10FA *14 + 0,06 *8+0,05 - -

Os resultados foram expressos como média + desvio padréo (n=3).

*Resultados dos halos de crescimento (mm), filmes (FB, F2,5FA, F5FA e F10FA) diametro de 8mm.
(-) N@o houve formagéo de halo de inibicdo

Fonte: a autora

Filmes desenvolvidos a base de sementes de manjericdo e incorporados com
diferentes concentracGes de 6leo essencial de orégano apresentaram resultados eficientes para
bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus, ndo sendo eficientes contra
Pseudomonas aeruginosas, semelhantes aos resultados apresentados nesse trabalho.

Estudo com membranas de quitosana incorporadas com extrato de cascas de
Euphorbia umbellata apresentou resultados para atividade antimicrobiana, pelo método de
difusdo em agar, sendo dependente da concentracdo de extrato utilizado nas membranas.
Membranas apresentando maiores concentracfes de extratos apresentaram maior inibicdo
frente a0 microrganismo Staphylococcus aureus entre 7,5-13 mm, para Pseudomonas
aeruginosa halo de inibicdo de 10 mm para membranas contendo 50% e 100% de fragéo
metanolica e para Escherichia coli ndo ocorreu formagdo de halo de inibicdo para nenhuma
das membranas analisadas (LEMES et al., 2018).

Pelissari et al. (2009) demonstraram no estudo realizado com filmes de amido e
quitosana incorporados com Gleo essencial de orégano que o aumento da concentracao de 6leo
essencial de orégano nas formulagdes apresentavam maiores halos de inibi¢do para bactérias
Gram-positivas Staphylococcus aureus (13,26 + 0,89 — 30,81 + 1,30 mm), enquanto que para
as bactérias Gram-negativas Escherichia coli foram menores 9,99 + 0,78 — 23,73 = 1,91mm.

Além da difusdo dos compostos a partir dos filmes formados é importante que esse
também mantenha a capacidade antimicrobiana em sua estrutura para que ndo venha a sofrer
processo de contaminacdo. Assim, para se avaliar a caracteristica citada, foi utilizado um
corante (Cloreto de 2,3,5-trifeniltetraz6lio (TTC)) com o objetivo de identificar o crescimento
dos microrganismo na area dos discos dos filmes (FB, F2,5FA, F5FA e F10FA). O
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mecanismo de acdo do TTC baseia-se na formacdo de um sistema redox especial que atua
como aceptor de prétons ou oxidante na presenca de bactérias metabolicamente ativas. O TTC
foi utilizado em todas as placas com os microrganismos e filmes, e verificou-se o crescimento
de coldnias de Staphylococcus aureus na area do filme FB, o que era esperado devido ao
amido n&o apresentar atividade antimicrobiana, enquanto nos filmes F2,5FA, F5FA e F10FA
ndo houve crescimento de colbnias de Staphylococcus aureus, como demonstrado na Figura
16.

Figura 16 - Agar Muller-Hinton semeadas com Staphylococcus aureus e discos de 8mm dos filmes resultado
ap0s 24 horas de incubagdo em estufa a 35 + 2°C e com o corante (Cloreto de 2,3,5- trifeniltetrazolio
(TTC))

Fonte : a autora

A inibicdo do crescimento celular ocorreu ndo s6 na zona periférica do disco com
maior concentracao do extrato, mas também na area do disco F2,5FA, possivelmente devido a
concentracdo dos compostos fenodlicos estarem em quantidade adequada para exercer essa
acdo na superficie do filme. Aradjo et al. (2015) demonstraram que filmes de amido de
mandioca incorporados com extrato etanélico de prdpolis exibiram atividade antimicrobiana
contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli, mesmo em baixas concentra¢fes de extrato
(0,5%), principalmente devido a presenca de compostos fendlicos.

Nouri e Nafchi (2014) analisaram a atividade antimicrobiana de filmes de amido
incorporados com extratos das folhas de betel (Piper betel L.), utilizando bactérias gram-
positivas e gram-negativas. Devido aos seus grupos hidroxilicos (compostos fendlicos)
presentes nos compostos constituintes do extrato, foi observado um efeito inibidor contra o


https://www-sciencedirect.ez82.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/cell-growth
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crescimento de diversas bactérias testadas como, por exemplo, Staphylococcus epidermis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, indicando resultados promissores como oS

determinados em nosso estudo.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos frente a quantificacdo de compostos fendlicos totais,
atividade antioxidante (DPPH", ABTS™" e FRAP) e atividade antimicrobiana das fracdes (FH,
FCI, FA e FM) das cascas da Euphorbia umbellata, a fracao acetato (FA) mostrou melhores
resultados, tornando-se promissora para incorporacdo ao filme de amido de mandioca. As
analises da composicéo centesimal do amido de mandioca demonstraram que o amido obtido
da fonte estudada estd adequado aos parametros literarios e da legislacdo, podendo ser
utilizado para desenvolvimento de filmes biodegradaveis.

De modo geral, o aumento da concentracdo de FA incorporada ao filme de amido
ocasionou reducdo nas propriedades de solubilidade e opacidade, e aumento na espessura e
densidade dos filmes. Nas imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura observou-
se que a medida que aumentava a concentracdo da FA ao filme, a superficie apresentava-se
mais heterogénea e rugosa. Os resultados obtidos por TGA demonstraram que a adi¢cdo da FA
levou a diminuicdo na temperatura maxima de degradacdo da matriz polimérica, o que
possivelmente indica que a fracdo esta alterando-a e mudando o perfil de decomposicéao
térmica dos materiais.

Os filmes apresentam compostos fendlicos em sua matriz polimérica, devido a
adicdo da FA das cascas da Euphorbia umbellata. Sendo assim, comprovou-se pelos métodos
ABTS™ DPPH" e FRAP que os filmes produzidos possuem atividade antioxidante, mesmo
depois de submetidos a uma temperatura elevada de processamento.

Os filmes de amido incorporados com a FA das cascas da Euphorbia umbellata
mostraram resultados positivos para atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em
agar, apresentando formacéo de zonas de inibicdo para bactéria Gram-positiva Staphylococcus
aureus e para a bactéria Gram-negativa Escherichia coli. O filme produzido com 10% de FA
obteve os melhores resultados para esta propriedade, mas foi observada atividade
antimicrobiana mesmo na menor concentragdo de extrato no filme.

Os resultados apresentados neste estudo evidenciam que o desenvolvimento de
filmes de amido incorporados com a FA das cascas da Euphorbia umbellata é uma alternativa

interessante para a producdo e aplicacdo de embalagens ativas antioxidantes em alimentos.
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7 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Novos estudos podem ser feitos a partir da aplicacdo dos filmes elaborados neste
trabalno em produtos alimenticios ou frutos ou vegetais, alimentos com umidades e
composicao diferentes, a fim de avaliar sua adaptacao e resisténcia.

Como também a biodegradabilidade do filme poderia ser avaliada em condicOes

controladas em funcdo do tempo, quanto a perda de massa do alimento embalado.
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